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RESUMO  

 

 

Introdução: O período gestacional é uma fase na qual as necessidades nutricionais 

são elevadas, decorrentes dos ajustes fisiológicos da gestante e das demandas de 

nutrientes para o crescimento fetal. Fatores genéticos, infecções, inflamações e a má 

nutrição materna durante o período gestacional e início da vida pós-natal podem 

promover disfunções celulares e contribuir para o desenvolvimento de transtornos 

psiquiátricos e neurológicos, como o transtorno do espectro autista (TEA). 

Considerando que o TEA possa estar relacionado com alterações no 

neurodesenvolvimento decorrentes de um processo inflamatório, abordagens 

terapêuticas como a suplementação de ácido graxo poliinsaturado (AGP) ômega 3 (ω-

3) e ácido fólico (AF), isoladamente ou combinado, no período pré-natal ou 

periconcepcional, podem representar alternativas não farmacológicas associadas à 

prevenção.  

Objetivo: Avaliar os efeitos da administração de AGP ω-3 e AF, isolados ou em 

combinação, sobre a neuroproteção de ratos submetidos a um modelo experimental 

de TEA.  

Método: O período de suplementação compreendeu uma fase de adaptação de 15 

dias antes do acasalamento e estendeu-se durante as fases de gestação e lactação 

até o dia pós-natal (PND) 21 dias dos filhotes. Os testes comportamentais foram 

realizados nos PND45 e PND52, posteriormente os animais foram submetidos ao 

protocolo de morte indolor assistida e as estruturas de interesse (córtex pré-frontal, 

hipocampo e cerebelo) foram isoladas para a análise dos níveis de dano oxidativo em 

lipídios e proteínas.  

Resultados: A suplementação materna com o AGP ω-3 e AF, isolados ou associados, 

foram capazes de reverter parâmetros de estereotipia e interação social, 

especialmente nos animais machos, e melhora da memória de habituação nas 

fêmeas. Os mesmos protocolos de suplementação reverteram os danos oxidativos em 

lipídios e proteínas provocados pelo lipopolissacarídeo (LPS) administrado 

prenatalmente.  

Conclusão: Os resultados sugerem o papel neuroprotetor do AGP ω-3 e do AF, 

isolados ou em combinação, tanto em animais machos quanto em fêmeas, 

submetidos ao modelo pré-clínico de TEA.    



 

Descritores: Suplementação materna. Transtorno do Espectro Autista. Ômega-3. 

Ácido Fólico. 

  



ABSTRACT  

 

 

Introduction: Gestational period is a phase in wich nutrional requiriments are elevated, 

due the pregnant phisiological adjustments and fetal growth nutrition demands. 

Genetic factors, infections, inflammations as well as maternal bad nutrition during 

gestational period and postnatal life may promote cellular disfunctions and contribute 

to development of psychiatric and neurologic disorder, as Autistc Spectrum Disorder 

(ASD). Considering that ASD is related to neurodevelopment alterations caused by 

inflammatory process, therapeutic approaches such as ω3 and folic acid 

supplementation, alone or in combination, wether in postnatal or in periconcepcional 

period, may represent nonpharmacologic alternative, associated to prevention. 

Objective: To evaluate the effects of administration of ω3 and folic acid, alone or in 

combination, in neuroprotection of rats submitted to ASD experimental model. 

Methods: The supplementation period comprehended a 15 days adaptation stage 

before mating and it was extended through gestation and lactation stages, that is to 

say, until postnatal day (PND) 21 puppies days. Behavioral tests have been conducted 

in PND45 and PND 52, posteriorly, animals were submitted to painless assisted death 

protocol and structures of interest (prefrontal cortex, hippocampus and cerebellum) 

were isolated and storaged to oxidative lipid damage level and protein oxidative 

damage analisys. 

Results: Maternal supplementation with ω-3 and pholic acid, alone or in combination, 

were capable of reversing parameters of stereotypy and social interaction, mainly in 

male animals, and memory improvement in female memory of habituation. Same 

protocols of supplementation reverse oxidative damage in lipid and proteins caused by 

lipopolysaccharide (LPS) administrated prenatally. 

Conclusion: Results suggests the neuroprotector role of ω-3 and folic acid, alone or in 

combination, both in male and in female animals, submitted to preclinical model of 

TEA. 

 

Keywords: Maternal supplementation. Autistic Spectrum Disorder. Omega 3. Folic 

acid. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

No período gestacional o sistema nervoso central (SNC) encontra-se bastante 

susceptível a alterações morfofuncionais, tanto por fatores genéticos quanto por 

ambientais, pois seus mecanismos protetores ainda não estão totalmente formados e 

o feto sofre influência direta da saúde materna1. As alterações variam de acordo com 

período gestacional em que a mãe foi acometida. Dentre as diversas alterações estão 

as infecções e inflamações que resultam em danos no SNC e representam fatores 

associados ao desenvolvimento de doenças neurológicas, entre elas o transtorno do 

espectro autista (TEA)2. 

O TEA é um transtorno neurológico cujas manifestações se desenvolvem no 

início da infância entre 12 e 24 meses de idade, podendo ser isoladas ou em conjunto, 

e variando em grau de severidade. As principais características do TEA incluem: 

deficiências persistentes na comunicação e interação social, padrões restritos e 

repetitivos de comportamento, interesses ou atividades3. O diagnóstico é baseado na 

observação clínica dos sinais e sintomas, seguindo os critérios estabelecidos pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS)4 e revistos na quinta edição do Manual 

Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais (DSM-V), da Associação Americana 

de Pediatria (APA)3. 

A fisiopatologia do TEA ainda permanece desconhecida, no entanto, autores 

sugerem que mudanças estruturais no encéfalo, incluindo córtex pré-frontal, córtex 

temporal e cerebelo sejam condições comuns em pacientes autistas5,6. Dentre as 

causas do TEA estão os fatores genéticos, os fatores ambientais, ou ainda, uma 

associação entre ambos7. Fatores ambientais como neuroinflamação, presença de 

estresse oxidativo induzido pelas espécies reativas de oxigênio (EROs)8 e infecções 

pré-natais estão sendo descritas como fatores capazes de alterar os processos iniciais 

do desenvolvimento do SNC e, consequentemente, desencadear o TEA9.  

Por ser uma doença de etiologia complexa ainda não há tratamento 

farmacológico específico para os mecanismos moleculares e celulares envolvidos em 

sua fisiopatologia. A terapia farmacológica baseia-se nos sintomas comportamentais 

que interferem na vida cotidiana, tais como: ansiedade, transtorno déficit de atenção 
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e hiperatividade (TDAH), impulsividade e/ou alguma comorbidade neurológica ou 

psiquiátrica associada10. Medicamentos como anticonvulsivantes, antidepressivos e 

antipsicóticos possuem baixa adesão dos pacientes com comportamento autista 

devido à demora na resposta terapêutica e efeitos colaterais11.  

Neste sentido, a busca por alternativas não farmacológicas que sejam capazes 

de atrasar o início ou a progressão dos sintomas do TEA são prementes entre os 

centros de pesquisa no mundo. A valorização dos alimentos, não somente pelo ponto 

de vista nutricional, mas como possíveis alternativas capazes de promover o bem-

estar, a saúde e redução do risco de doenças, deram origem ao conceito de 

nutracêutico12. Estes são definidos como produtos ou substâncias isoladas 

administradas a partir de suplementos alimentares que fornecem benefícios 

fisiológicos para à saúde13. 

Concentrações adequadas de diversos macro e micronutrientes na dieta estão 

relacionados ao desenvolvimento, funcionamento e maturação dos sistemas 

neurais14. Os principais nutrientes para o desenvolvimento saudável do encéfalo são 

definidos como aqueles cuja deficiência ocorre em períodos sensíveis ou críticos, 

como no início da vida e que acabam resultando em alterações a longo prazo15. 

 Entre os tratamentos utilizando nutracêuticos que favorecem o crescimento e 

desenvolvimento do SNC do feto está a suplementação materna de ácido graxo poli-

insaturado (AGP) ômega 3 (ω3) e ácido fólico (AF)16. Os AGP ω3, como o ácido 

eicosapentaenóico (EPA) e ácido docosahexanóico (DHA), possuem um importante 

papel estrutural no desenvolvimento do SNC, apresentando resultados positivos na 

terapêutica de doenças neurológicas17 e psiquiátricas18, agindo como componente 

restaurador de membranas celulares neuronais19 e, ainda, como agente antioxidante 

e anti-inflamatório20.  

O DHA, em especial, é abundante no SNC e na retina, funcionando como um 

componente estrutural significativo da bicamada lipídica das membranas celulares 

neurais21, sendo de grande importância durante o desenvolvimento e maturação do 

SNC22. Estudo demonstrou que a redução nos níveis de DHA está associada ao 

prejuízo no desempenho cognitivo e comportamental durante o desenvolvimento 

enefálico23. 

Assim como o AGP ω3, o AF, uma vitamina do complexo B, também 

desempenha um papel importante durante o desenvolvimento neural. Atua como uma 

coenzima na via de um carbono importante em vários processos, incluindo a síntese 
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do ácido desoxirribonucleico (DNA), a proliferação celular e a função imunológica24,25. 

A deficiência de AF durante período gestacional tem sido associada ao aumento do 

risco de defeitos no tubo neural24. 

Considerando que o TEA está relacionado com alterações no 

neurodesenvolvimento decorrentes de um processo inflamatório e os efeitos 

neuroprotetores dos nutracêuticos AGP ω-3 e AF por meio de suplementação, 

isoladamente ou combinado, quer no período pré-natal ou periconcepcional, podem 

representar alternativas não farmacológicas associadas à prevenção de condições 

neuroquímicas e comportamentais, mimetizadas em modelo pré-clínico de TEA a 

partir da ativação imune materna por lipopolissacarídeo (LPS). 

 

1.1 NEURODESENVOLVIMENTO  

 

O desenvolvimento SNC humano é um processo longo e demorado. Inicia-se 

na terceira semana gestacional (SG) pela da diferenciação das células neurais e se 

estende até o final da adolescência, sendo um dos sistemas mais complexos26. No 

desenvolvimento do encéfalo diferentes estágios estão envolvidos, tais como: 

neurogênese, migração neural, diferenciação, crescimento axonal, crescimento 

dendrítico, sinaptogênese, seleção sináptica e apoptose (morte celular programada)27. 

Muitos desses processos ocorrem de forma acelerada na vida fetal e continuam após 

o nascimento, como o processo de mielinização que aumenta na trigésima semana 

da gestação e continua ativa até os dois primeiros anos de vida28.  

O processo de neurogênese forma, durante a gestação, mais de 100.000 novas 

células por minuto29,30 e tem início no quadragésimo segundo dia gestacional26. Inicia-

se na oitava SG, aproximadamente, o processo da migração neural, sendo que, na 

vigésima semana os axônios formam sinapses com a placa cortical, e por volta da 

vigésima quarta SG os circuitos corticais são organizados31.  

Estima-se que na vigésima oitava SG o encéfalo humano possua bilhões de 

neurônios, 40% a mais que na idade adulta32,33. Essas novas células formadas 

começam a se comunicar e no terceiro trimestre da gestação a formação de sinapses 

atinge uma taxa de quarenta mil sinapses por minuto29. 

Estruturas como o hipocampo, local onde se processa a memória de 

reconhecimento e a memória espacial, inicia seu crescimento na trigésima SG e 

continua até os dezoito meses de vida. Já o córtex pré-frontal, responsável por 
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processos mais complexos, como a atenção, atinge seu auge de crescimento nos seis 

primeiros meses de vida28,34.  

Neurotransmissores como monoamina, estão envolvidos nos sistemas de 

recompensa, como afeto e humor, tem seu desenvolvimento no período pré-natal e 

continua em ritmo acelerado até os três primeiros anos de idade35.  

 Portanto, o período inicial do desenvolvimento do feto é caracterizado pela 

plasticidade neural e a sobrevivência depende de sua capacidade em manter a 

homeostase que é afetada por alterações decorrentes de fatores ambientais36. As 

causas dessas alterações podem estar ligadas as infecções e inflamações37,38 ou 

deficiências nutricionais maternas no período gestacional, podendo ter efeitos 

diferentes sobre o desenvolvimento das regiões cerebrais15.  

Esses processos são baseados no tempo, na dose e na duração desses 

eventos, resultando em implicações que podem ser irreversíveis a longo prazo15. As 

consequências dos processos infecciosos seguidos de resposta inflamatória podem 

causar alterações na proliferação, diferenciação neural e na maturação sináptica39. 

Além disso, podem contribuir para o desenvolvimento de doenças capazes de persistir 

até a fase adulta36, incluindo: alterações comportamentais, déficits neurológicos, 

problemas de aprendizagem, déficits cognitivos40 e neuropsiquiátricos, como 

esquizofrenia e TEA41. 

A ativação imunológica no período pré-natal por agentes infecciosos 

compromete o desenvolvimento neurológico pela alteração da permeabilidade da 

barreira hematoencefálica, do aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias e 

da liberação de glicocorticoides, que modulam diversas funções do SNC, e juntos dão 

início a um processo de neuroinflamação39,42. Estudos pré-clínicos têm utilizado 

protocolos de ativação imune materna para identificar as doenças do 

neurodesenvolvimento e os mecanismos celulares a elas associados42–44. Dentre 

eles, o modelo de infecção pré-natal por LPS tem representado uma ferramenta 

importante para a investigação dos mecanismos fisiopatológicos envolvidos no TEA45. 

Animais expostos a esta endotoxina estabelecem as três características principais de 

um modelo animal de doença: a) validade de face (sintomas semelhantes), b) validade 

de constructo (causa semelhante) e c) validade preditiva (resposta análoga a 

tratamentos para prevenir ou reverter os sintomas)46,47. 

O LPS é derivado da membrana celular de bactérias gram-negativas, obtido 

pelo processo de extração fenólica a partir da membrana dessas bactérias, sendo esta 
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responsável por sua ação antigênica48. O LPS e as citocinas não são capazes de 

atravessar a barreira hematoencefálica em quantidades significativas em condições 

fisiológicas normais, porém, as citocinas ativadas pelo LPS atuam no SNC ativando 

receptores próprios49, como interleucina 1 beta (IL-1β), fator de necrose tumoral (TNF-

α) e interleucina 6 (IL-6)50.  

As citocinas liberadas, quando em contato com a micróglia, atuam estimulando 

a produção de novas citocinas37,51. Quando o LPS entra em contato com o organismo, 

há a ativação do sistema imune liberando citocinas pró-inflamatórias e alguns 

mediadores químicos que atuam em macrófagos, monócitos, neutrófilos, plaquetas 

sanguíneas e células endoteliais52.  

Os níveis altos de IL-6 contribuem para o desenvolvimento de linfócitos Th17, 

produtores de interleucina IL-17 (IL-17). O aumento dos níveis séricos maternos de 

IL-17A resulta no aumento da expressão de IL-17RA no SNC fetal juntamente com a 

IL-17 materna, promovendo alterações compatíveis com as manifestações clínicas do 

TEA53. 

O TEA é um transtorno do neurodesenvolvimento, com isso vários estágios do 

desenvolvimento cerebral são interrompidos. Estudos recentes se concentram em 

estratégias que conectem diferentes áreas do encéfalo de indivíduos54. 

 

1.2 TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA 

 

O termo “autista” foi introduzido na literatura psiquiátrica em 1906 por Plouller, 

mas somente em 1911 que o termo autismo foi utilizado pela primeira vez, pelo médico 

Eugen Bleuler, psiquiatra suíço. Bleuler descreveu um grupo de crianças com perda 

do contato com a realidade, prejudicando ou até mesmo impossibilitando sua 

comunicação55.  

No entanto, foi somente em 1943 que o autismo ficou conhecido pelo psiquiatra 

infantil Leo Kanner. Kanner foi o primeiro a descrever o autismo como uma condição 

que se diferenciava das demais conhecidas. Após estudar um grupo de onze crianças 

entre dois a onze anos, sendo dessas oito meninos, Kanner observou que todas 

tinham em comum o isolamento, o comportamento obsessivo repetitivo, a resistência 

a mudança, monotonia e comportamentos incomuns confundidos com debilidade 

mental e esquizofrenia56. Em 1949, Kanner o definiu como Autismo Infantil Precoce, 

pois por suas observações acreditou que as manifestações tinham início na infância57. 
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Um grupo semelhante ao descrito por Kanner foi relatado por Hans Asperger, 

que descreveu um grupo de crianças com deficiências intelectuais e 

comportamentais55, mas com grau mais leve, conhecido como síndrome de 

Asperger58. Foi somente nas décadas de 1950 e 1960, que autismo e a sua etiologia 

começaram a ser entendidos como uma doença de base biológica59. Novas evidências 

indicavam que o autismo era um transtorno neurológico e não estava relacionado com 

níveis socioeconômicos, étnicos e raciais ou com aspectos geográficos. A partir disso, 

os pais das crianças passaram a perceber os sinais do autismo mais precocemente60. 

Em 1980, a terceira edição do Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos 

Mentais (DSM-III), reconheceu o autismo como um transtorno invasivo do 

desenvolvimento61. Atualmente, o autismo é caracterizado como uma doença 

neurológica com um espectro de apresentações, classificada no DSM-V, atualizado 

em 2013, como TEA3.  

A prevalência de TEA desde a década de 1960, vem aumentando em todo 

mundo. Nos Estados Unidos, a frequência em 1998 foi de 1/25060 crianças, e entre os 

anos de 2011-2012 a prevalência foi de 1/68 crianças62. Os números mais recentes, 

de acordo com o Centro de Controle e Prevenção de doenças (Centers for Disease 

Control and Prevention), é de 1 caso para cada 45 crianças63. Na Ásia e Europa, a 

prevalência está entre 1% a 2% de pessoas com o transtorno64,65. 

No Brasil, em 2010, estimava-se cerca de 500 mil pessoas com autismo. Mas, 

em 2011, um estudo demonstrou a presença de 0,3% de casos de TEA em crianças 

entre sete e doze anos de idade, equivalente a 27,2/10.000 habitantes66. Em Santa 

Catarina (SC), segundo a Associação de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE), da 

Associação de Amigos Autistas (AMA) e a Fundação Catarinense de Educação 

Especial (FCEE), a prevalência de TEA na população é de 1,31 para cada 10.000 

habitantes67. O aumento é atribuído as mudanças dos critérios de diagnósticos, 

melhor habilitação dos profissionais, idade, conscientizações públicas, mudanças 

políticas e nos serviços públicos66.  

O TEA é mais prevalente no sexo masculino, cerca de quatro vezes mais 

frequente que no sexo feminino, mas a razão ainda não é muito bem compreendida. 

Supõe-se que diferenças genéticas e hormonais, durante as primeiras fases do 

desenvolvimento podem estar implicadas68. Uma das hipóteses para alta prevalência 

no sexo masculino é a exposição a níveis altos de testosterona e estradiol na fase de 

desenvolvimento, alterando diversos mecanismos do desenvolvimento celular69. 
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O TEA é caracterizado por abranger sintomas heterogêneos nas áreas de: 

a) Interação social: caracterizado pela ausência de reciprocidade afetiva, 

pobreza de comportamentos e de formas de comunicação não verbais, 

como linguagem gestual, contato visual, expressão facial, entre outros. 

b) Comportamento e interesses: movimentos repetitivos ou estereotipados, 

preocupação excessiva com partes ou características não funcionais de 

objetos ou rotinas e preocupação exclusiva por um tema restrito. 

c) Cognição: pobreza do pensamento abstrato de tipo simbólico e imaginativo, 

além de dificuldades de aprendizagem70. 

 

Os sintomas do TEA podem ser identificados em crianças a partir dos dezoito 

meses de idade. A APA sugere realizar o acompanhamento do desenvolvimento de 

todas as crianças até vinte e quatro meses de idade. Isto porque a partir do segundo 

ano de vida que os comportamentos mais característicos do TEA tendem a ser mais 

evidentes71. 

 

1.2.1 Fisiopatologia do autismo 

 

O TEA é considerado um transtorno multifatorial e seu diagnóstico se concentra 

nas avaliações comportamentais devido à ausência de marcadores biológicos para 

identificá-lo68. Mesmo com os avanços tecnológicos e de técnicas diagnósticas, a 

etiologia deste transtorno ainda não foi totalmente elucidada, principalmente, por 

causa da heterogeneidade dos seus sintomas. Todavia, é consenso entre os 

pesquisadores que ocorre uma combinação entre fatores genéticos e ambientais71. 

As causas genéticas do TEA representam cerca de 25% dos casos72 e que em 

torno de 200 a 1.000 genes estão envolvidos73. Embora haja uma forte base genética, 

outros fatores estão relacionados, como fatores ambientais pré-natais, perinatais e 

pós-natais, que contribuem para a etiologia multifatorial do TEA74. Dentre os fatores 

ambientais, destacam-se a infecção materna, a exposição ao estresse oxidativo75 com 

a disfunção mitocondrial76 e doenças autoimunes77.  Estudos indicam que nascidos 

de mães com doença autoimune, como artrite reumatoide e diabetes, são 49-64% 

mais susceptíveis a desenvolver TEA78,79. 

  A relação entre doenças autoimunes maternas e risco ao TEA, possivelmente 

está relacionada aos efeitos dos mediadores inflamatórios e dos anticorpos maternos 
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que agem durante o período do desenvolvimento neurológico do feto8,80. As alterações 

no sistema imunológico são uma das hipóteses mais estudadas na etiologia do TEA81. 

Neste transtorno, a atividade imunológica está comprometida tanto no sistema imune 

inato quanto no adaptativo, afetando o desenvolvimento neurológico. Encontrando-se 

níveis elevados de citocinas em diferentes áreas no tecido cerebral, no líquor, na 

circulação sanguínea e no sistema digestório, alterando a proliferação e a 

sobrevivência neuronal82
.  

O estudo realizado por Krakowiak e colaboradores83, avaliou o papel das 

citocinas na gravidade do TEA. Os níveis de 17 citocinas e quimiocinas foram 

mensurados entre 214 crianças diagnosticadas em diferentes graus de autismo. Os 

resultados demonstraram que níveis altos de IL-4 e IL-1β variaram dependendo da 

gravidade do transtorno83. Com esses achados, sugere-se que as reações 

neuroimunes fazem parte do processo neuropatológico do TEA e que as respostas 

imunes podem contribuir para a disfunção no SNC. Contudo esses achados requerem 

mais evidências que comprovem esta hipótese82. 

A idade avançada dos pais (ambos, mãe e pai), também contribui para um 

aumento do risco de desenvolvimento do TEA, em torno de 18 e 21%84. Mães obesas 

ou com excesso de peso aumentaram o risco em cerca de 28% a 36%85, pois a 

obesidade materna modifica a expressão de genes que são importantes para o 

desenvolvimento neurológico no período intrauterino86. Outros fatores, como ambiente 

uterino menos favorável, maior risco de complicações obstétricas e mutações 

genéticas, têm sido atribuídos ao transtorno, principalmente os que ocorrem no início 

do neurodesenvolvimento87. 

Além disso, outros fatores podem estar relacionados, como a resposta a 

insultos ambientais, a ativação imunológica materna, causando o estresse pré-natal e 

afetando severamente o sexo masculino devido a um genótipo vulnerável68. Do 

mesmo modo, há um maior risco de recorrência para uma criança com um irmão mais 

velho que tenha sido diagnosticado com TEA, entre 3% e 18,7%88.  

No início do desenvolvimento do SNC, ocorre uma grande formação de 

sinapses seguidas de seletiva eliminação das mesmas. A regulação das sinapses ao 

longo da vida pós-natal é importante para adequada maturação cerebral. No TEA um 

número aumentado de neurônios está prejudicado, alterando o processo dos circuitos 

neurais, como a remoção de neurônios desnecessários e sem funcionalidade, e o 

aumento de neurônios operacionais89. 
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Estudos de neuroimagem apontam anormalidades em diferentes regiões 

encefálicas a partir do primeiro ano de vida, incluindo alterações no córtex cerebral, 

amígdalas e hipocampo90
, além do aumento no perímetro encefálico91. Um estudo de 

neuroimagem conduzido por Hazlett e colaboradores92, analisou 148 crianças de seis, 

doze e vinte e quatro meses de vida, com risco familiar de TEA. Este estudo revelou 

uma hiperexpansão da área cortical entre os seis e doze meses de vida em crianças 

que aos vinte e quatro meses receberam o diagnóstico do TEA, demonstrando que as 

alterações cerebrais ocorrem antes dos sintomas comportamentais. Outro estudo 

utilizando ressonância magnética avaliou o volume cerebral de 63 crianças do sexo 

masculino, sendo 45 diagnosticadas com TEA, com e sem agressividade associada. 

Os dados revelaram que menor volume do tronco encefálico foi associado a maior 

probabilidade de agressão, uma das comorbidades comportamentais associadas ao 

TEA93.  

Suspeita-se que neurotransmissores como o glutamato e o ácido gama amino 

butírico (GABA), principais neurotransmissores inibitórios na vida adulta responsáveis 

por regular o sono, a aprendizagem, memória e cognição, estejam envolvidos na 

fisiopatologia do TEA6. Outro neurotransmissor envolvido é a serotonina, visto que, 

cerca de 30% dos indivíduos com TEA apresentam altos níveis de serotonina no 

sangue. Além de ser um neurotransmissor, a serotonina atua modulando as respostas 

imunes94. 

 Também são evidentes a maior ativação microglial (principal célula imune do 

SNC)95 e a diminuição do número e do comprimento dos processos astrocíticos96. A 

micróglia e os astrócitos são capazes de produzir citocinas pró e anti-inflamatórias, e 

são considerados células imunocompetentes fundamentais no desenvolvimento do 

SNC. Estas acompanham as mudanças ao longo do desenvolvimento, como memória 

e a aprendizagem, e estão associadas a transtornos psiquiátricos, como depressão e 

ansiedade97,98.  

A atividade do encéfalo de crianças com TEA apresenta conectividade 

funcional diminuída no que diz respeito à linguagem, memória, mecanismos de 

resolução de problemas e processamento social. A conectividade neural diminuída e 

a sinaptogenêse prejudicada são importantes na patogênese do TEA99. 

Foram observados em alguns tecidos retirados postmortem de pacientes com 

TEA, processos neuroinflamatórios no córtex e na substância branca por ativação 

neuroglial e astroglial, confirmando o papel do sistema imune em tecidos cerebrais100. 
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Fatores como exposição materna a mudanças no ambiente e a susceptibilidade 

genética podem estar envolvidos nas reações neurogliais. Portanto, distúrbios 

imunológicos não apenas fazem parte do transtorno, mas contribuem para a etiologia 

da doença89. 

Além disso, algumas disfunções neurais nos indivíduos com TEA ocorrem 

pelas alterações na micróglia e na astroglia, envolvidas na organização cortical, 

conexões neuroaxonal e na plasticidade sináptica. Essas alterações podem ser 

medidas pelas EROs, as citocinas, quimiocinas, entre outras substâncias89. 

 Dentre os fatores ambientais que predispõe o desenvolvimento do TEA, o 

processo inflamatório pré-natal induzindo o aumento do estresse oxidativo e gerando 

um processo inflamatório no SNC, que pode estar relacionado a sua fisiopatologia101.  

 

1.2.2 Estresse oxidativo 

 

Formados nos processos fisiológicos normais ou patogênicos, os radicais livres 

são definidos como átomo ou molécula contendo um ou mais elétrons 

desemparelhados, conferindo alta reatividade102. Quando são considerados 

prejudiciais, o elétron não emparelhado reage com outros íons e/ou moléculas para 

ligar-se a um elétron desta outra molécula, com objetivo de emparelhar-se. Este efeito 

produz perturbações e, consequentemente, danos às células103.  

Os metabólitos derivados deste processo, considerados em conjunto, são 

denominadas EROs. As EROs, responsáveis pelas reações oxidativas, são geradas 

como subproduto do metabolismo aeróbico normal, através de fontes endógenas 

como a mitocôndria, inflamações e isquemia, e por fontes exógenas como poluentes, 

radiação e fumaça de cigarro104. 

Quando ocorre uma sobrecarga de EROs, sua acumulação gera uma condição 

chamada de estresse oxidativo103, definido como o desequilíbrio entre as EROs e a 

capacidade do organismo em neutralizar a sua ação pela proteção antioxidante105. O 

organismo possui diversas formas de combater o estresse oxidativo e os danos 

causados pelas EROs, conferindo proteção com enzimas e moléculas 

antioxidantes106.  

O sistema antioxidante intracelular enzimático inclui as enzimas catalase 

(CAT), superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx)107. O sistema de 
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defesa não-enzimático inclui, especialmente, os compostos antioxidantes de origem 

dietética107–109, entre os quais se destacam as vitaminas, minerais e compostos 

fenólicos110. 

As enzimas CAT e GPx agem impedindo o acúmulo de peróxido de hidrogênio. 

Essa espécie reativa, por meio das reações de Fenton e HaberWeiss, com a 

participação dos metais ferro e cobre, geram o radical hidroxila (OH•), o qual não há 

sistema enzimático de defesa107,111. O radical OH• tem grande potencial reativo e 

grande instabilidade. Essas características o tornam o radical livre mais propício na 

produção de danos oxidativos112. Além disso, inicia o processo de peroxidação 

lipídica, com alterações nas funções biológicas das membranas celulares, age sobre 

as proteínas, alterando suas estruturas e funções, e ataca o DNA possibilitando a 

ocorrência de mutações112. O processo de peroxidação lipídica é complexo e envolve 

a interação de EROs com os ácidos graxos poli-insaturados, resultando em uma 

variedade de aldeídos eletrofílicos altamente reativos113.  O SNC é um dos principais 

alvos do processo da peroxidação lipídica, pois contém altos níveis de ácidos graxos 

poli-insaturados e esses lipídios são vulneráveis ao processo de oxidação113. Além 

disso, o SNC possui níveis diminuídos da enzima antioxidante CAT, sendo mais 

exposto aos danos provocados pelas EROs114.   

Com isso, a peroxidação lipídica é um dos principais causadores de lesão, pois 

afeta diretamente as membranas neuronais e gera vários subprodutos secundários 

como o malondialdeído (MDA), acarretando em dano celular115. Estes compostos 

secundários são utilizados como marcadores de peroxidação lipídica e foram 

verificados em muitas doenças116. 

Outro alvo das EROs e modificação oxidativa são as proteínas. Esse processo 

de oxidação resulta na formação de carbonilas, tióis oxidados, entre outras 

modificações que alteram a função normal da proteína117, como perda de estrutura ou 

atividade enzimática118. A formação da proteína carbonilada é um fenômeno comum 

durante a oxidação, portanto, sua quantificação pode ser usada para medir a extensão 

do dano oxidativo117, pois é um marcador estável de oxidação proteica. A acumulação 

de proteína carbonilada tem sido observada em diversas doenças, como Alzheimer e 

diabetes119. Os níveis elevados de carbonilação proteica são indicadores não somente 

de estresse oxidativo, mas também de doenças relacionadas ao metabolismo 

proteico120. 
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A SOD é a primeira linha de defesa frente as EROs, é uma enzima abundante 

do organismo121 e está presente em todos os organismos aeróbios. Tem a função de 

catalisar a dismutação de oxigênio em oxigênio e peróxido de hidrogênio122. Esta 

reação ocorre espontaneamente em pH fisiológico, porém com a presença de SOD, a 

velocidade da reação é 104 vezes maior123. A SOD pode ser encontrada sob duas 

formas: uma delas no citoplasma, onde é dependente de cobre e zinco, e outra na 

mitocôndria, onde necessita do manganês como cofator111,124.  

Com a presença de uma infecção o encéfalo prepara uma resposta inflamatória 

baseada na ativação microglial, invasão local de células imunológicas circulantes e 

produção de EROs125. A catalase atua na sequência da SOD, catalisando a 

decomposição do peróxido de hidrogênio à oxigênio e água126,127. Pode ser 

encontrada em maiores concentrações no fígado, rins e eritrócitos, também apresenta 

atividade no SNC128. 

A GPx também existe sob duas formas: dependente e independente de selênio 

e pode apresentar-se no citoplasma ou na mitocôndria111,124. A GPx mitocondrial 

representa 60% da taxa de redução do peróxido de hidrogênio. A deficiência de GPx 

conduz a danos celulares com disfunção mitocondrial129. Estas enzimas antioxidantes 

são necessárias nos primeiros momentos de desenvolvimento do sistema nervoso 

para a sobrevivência neuronal130. 

O SNC é mais vulnerável ao estresse oxidativo devido à alta demanda de 

energia do encéfalo131, maior quantidade de lipídeos e ferro, e uma menor 

concentração de enzimas antioxidantes115. Além disso, as crianças são mais 

vulneráveis que os adultos ao estresse oxidativo por terem níveis baixos de 

antioxidantes desde sua concepção até a infância130. O risco obtido por este déficit 

natural na capacidade antioxidante em lactantes é aumentado por fatores ambientais 

que levam ao estresse oxidativo, encontrando-se mais elevados que nas suas mães 

e acumulando-se na placenta132.  

Esses fatores somados tornam o estresse oxidativo induzido por EROs como 

um dos principais fatores associados à fisiologia de muitas doenças 

neuropsiquiátricas, sugerindo desempenhar papel-chave no desencadeamento do 

TEA133. As áreas encefálicas afetadas em indivíduos diagnosticados com TEA, 

apresentaram morte celular acelerada causada por este processo134. Regiões 

encefálicas como o córtex orbitofrontal, a área de Wernicke e o hemisfério cerebelar, 

possuem altos níveis de marcador de estresse oxidativo 3-nitrotirosina (3-NT) em 
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indivíduos diagnosticados com TEA, áreas associadas com o processamento da fala, 

comportamento emocional, social e memória101. 

Chauhan e colaboradores135, encontraram no plasma de crianças autistas um 

aumento na peroxidação lipídica quando comparadas aos irmãos não-autistas. O 

MDA é o produto final da peroxidação lipídica, sendo utilizado como um marcador de 

estresse oxidativo. Níveis elevados foram relatados em indivíduos com TEA, quando 

verificado por reação ao ácido tiobarbitúrico132. Do mesmo modo, em crianças com 

comportamento autista foram relatadas a diminuição de enzimas antioxidantes, como 

a SOD e a GPx136,137.  

  Níveis diminuídos das proteínas antioxidantes ceruloplasmina e transferrina 

têm sido atribuídos ao TEA, juntamente com aumento da peroxidação lipídica138. A 

ceruloplasmina (proteína que transporta cobre) e a transferrina (proteína que 

transporta ferro) são sintetizadas em vários tecidos, incluindo o encéfalo135,139,140. A 

peroxidação lipídica é inibida pela ceruloplasmina pela catalisação de íons metálicos 

como ferro e cobre141, protegendo as membranas das células vermelhas do sangue, 

atuando como ferroxidase e superóxido dismutase140.  

  A transferrina atua como um antioxidante na redução da concentração de íons 

de ferro livre139, que contribuem para o estresse oxidativo, catalisando a conversão de 

peróxido de hidrogênio para radicais de hidroxila que são altamente tóxicos pela 

reação de Fenton (Figura 1)142. Os níveis dessas proteínas estão correlacionados a 

perda de competências linguísticas e cognitivas, como a memória, em crianças 

autistas132. 

 

 
 
Figura 1 - Reação de Fenton. 

Fonte: Mirończuk-Chodakowska e colaboradores143. 

 

 Com isso, o estresse oxidativo no TEA pode ser causado pelo desequilíbrio entre 

a geração de EROs por fatores endógenos/exógenos pró-oxidantes e o mecanismo 

de defesa contra EROs por antioxidantes (Figura 2)132.  
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Figura 2 - Potencial mecanismo do estresse oxidativo no transtorno do espectro 

autista. 

Fonte: Chauhan132. 
 

Esses dados reforçam a hipótese da importância do estresse oxidativo no 

prejuízo das funções executivas como a memória na fisiopatologia do TEA144.  

 

1.2.3 Memória  

 

A memória envolve processos ligados a fatores neurofisiológicos, 

neuroquímicos e comportamentais que representam propriedades fundamentais do 

SNC145. Neste sentido, não pode ser definida apenas como uma recordação ou 

lembrança de um evento determinado. O processo de formação de memórias envolve 

quatro etapas: aquisição, formação, conservação e evocação de informações146.  

O SNC forma e retém apenas as memórias que considera relevantes, não 

existindo uma única localização, ela ocorre de forma distribuída147. Porém, as 

estruturas que regulam a evocação, gravação e sua formação incluem o hipocampo, 

o córtex entorrinal e parietal, o giro cingulado, amígdala e o tálamo. Este conjunto de 

estruturas constituem um sistema modulador do que deve ou pode ser evocado e 
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gravado147. Com isso, o hipocampo e a amígdala recebem essas informações dos 

sistemas sensoriais provenientes do córtex, projetam ao hipotálamo e através destes 

ao tálamo e ao córtex148. 

Já de acordo com seu conteúdo, as memórias podem ser divididas em 

memórias explícitas ou declarativas, e memórias implícitas ou não declarativas146. As 

memórias explícitas ou declarativas são aquelas que podem ser evocadas 

conscientemente, depende da atividade neuronal do hipocampo e estruturas 

relacionadas ao lobo temporal, são subdividas em episódica e semântica149. As 

episódicas permitem evocar detalhes sobre eventos ocorridos no passado passiva ou 

ativamente150. A memória semântica se refere à conhecimentos em geral151. As 

implícitas são as que influenciam o comportamento do indivíduo, sem que ele se dê 

conta de que aprendeu152. Algumas memórias implícitas e não-declarativas são 

chamadas de memórias de procedimento, estão relacionadas as habilidades motoras, 

como andar de bicicleta e nadar152. 

De acordo com sua duração as memórias são classificadas em: memória de 

trabalho, memórias de curta duração e de longa duração144. A memória de trabalho é 

processada principalmente pelo córtex pré-frontal e determina o contexto em que os 

diversos fatos, acontecimentos ou informação ocorrem153. É importante para 

realizações de tarefas do dia a dia, para resolução de problemas e gerenciamento do 

comportamento153.  

As memórias de curta duração armazenam poucas informações por um período 

de 3 a 6 horas, podendo ou não ser armazenadas como memória mais estável e 

permanente154,155. As memórias de curta duração são formadas continuamente, são 

usadas para lembrarmos sobre fatos ocorridos há poucas horas e para ser convertida 

em longo prazo esta deve ser consolidada154,155. Todo o processo é desenvolvido no 

hipocampo e no córtex entorrinal, utilizando mecanismos próprios e independentes 

das memórias de longa duração154,155.   

           As memórias de longa duração referem-se aquelas armazenadas durante 

longo período e de um modo mais permanente. Podem durar dias, meses ou anos. 

Esse processo de fixação é chamado consolidação, sua formação envolve a 

ocorrência de eventos bioquímicos na região CA1 (Corno de Amon) do hipocampo 

dorsal e em suas projeções originando novas conexões sinápticas155,156. As memórias 

de longa duração podem estar sujeitas ao esquecimento e a extinção da informação, 

assim como podem sofrer uma falsificação ou melhora da mesma156.  
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Dentre as diversas manifestações clínicas do TEA, estudos recentes relatam 

prejuízo na memória, envolvendo os componentes da inibição, do planejamento, da 

flexibilidade mental, da fluência verbal e sobretudo na memória de trabalho157. 

Os déficits de memória no TEA podem explicar alguns dos sintomas clínicos como a 

incapacidade de codificar a informação, podendo contribuir para a disfunção nos 

domínios social, de comunicação e de raciocínio158. Em indivíduos com TEA, os 

déficits na função executiva podem estar relacionados a alterações no córtex pré-

frontal159.  

Considerando que o TEA apresenta prejuízo nas funções executivas como a 

memória, a suplementação com alguns nutracêuticos, como o AGP ω-3 e AF, podem 

representar uma alternativa terapêutica para a melhoria dos sintomas clínicos. Pois, o 

DHA se acumula em áreas do encéfalo associadas a aprendizagem e a memória, e a 

sua diminuição está associada a transtornos neurológicos e psiquiátricos como 

esquizofrenia e TEA160.  Além disso, o AF tem um papel importante no 

desenvolvimento do SNC e a suplementação deste tem sido relacionada a melhora 

da memória de curto e longo prazo em doenças neurológicas161. 

A busca por essas alternativas terapêuticas que visem a recuperação e/ou 

proteção de mecanismos que envolvam os processos de aquisição, consolidação e 

evocação das memórias são importantes para melhorar a qualidade de vida de 

indivíduos com TEA.  

  

1.3 NUTRACÊUTICO  

 

O papel dos alimentos nos últimos anos não se volta apenas ao seu valor 

nutricional, mas aos potenciais benefícios à saúde. Isso levou a comercialização de 

vários substâncias extraídas dos alimentos, gerando uma nova categoria de 

compostos: os nutracêuticos162. O termo nutracêutico é derivado de nutrição e 

farmacêutica, surgiu em 1989 pelo médico pesquisador Stephen DeFelice fundador 

da Foundation for Innovation in Medicine163.  

São definidos como nutracêuticos produtos ou substâncias isoladas a partir de 

suplementos alimentares, alimentos e fitoterápicos, que fornecem benefícios 

fisiológicos para saúde, seja na prevenção ou no tratamento de doenças pela 

suplementação de vitaminas e minerais ou na melhora da saúde13. São encontrados 

de diversas formas, como comprimidos, cápsulas, vitaminas e compostos bioativos163. 
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Muitos dos fármacos disponíveis para o tratamento de doenças, como o TEA, 

estão voltados aos sintomas e para as comorbidades associadas, e não aos 

mecanismos celulares e moleculares relacionados a sua fisiopatologia10. A baixa 

adesão dos pacientes autistas a terapias farmacológicas disponíveis se deve aos 

efeitos colaterais e a demora da resposta terapêutica devido a hetereogeniedade dos 

sintomas11. Com isso, a busca por alternativas não farmacológicas capazes de atrasar 

ou minimizar os sintomas, fez com que os nutracêuticos ganhassem um papel cada 

vez mais relevante na terapêutica de transtornos neurológicos como o TEA164. 

A classificação dos nutracêuticos se dá de acordo com seu mecanismo de 

ação, sua natureza química ou sua fonte alimentar165. Entre as principais classes de 

nutracêuticos estão os lipídios, as vitaminas, os minerais, os aminoácidos, as 

vitaminas antioxidantes e os ácidos poli-insaturados13.  Estes são capazes de atuar 

oferecendo benefícios fisiológicos ou fornecendo proteção contra doenças166.  

Devido ao potencial nutricional, à segurança e aos efeitos terapêuticos, os 

nutracêuticos estão sendo usados como uma alternativa aos compostos sintéticos 

para a prevenção e tratamento de doenças neurológicas, melhorando o 

funcionamento do sistema nervoso, aumentando a liberação de neurotransmissores, 

preservando a memória e a capacidade cognitiva167.  

Vitaminas do complexo B, como o AF e AGP ω-3 são dois nutracêuticos 

amplamente estudados no desenvolvimento e proteção do SNC19. A deficiência do AF 

e AGP ω-3 pode prejudicar a função cerebral e aumentar o risco de distúrbios 

neurológicos e de desenvolvimento168. 

Um estudo realizado por Schmidt e colaboradores169, revelou que as mulheres 

que usaram suplementos vitamínicos durante o período periconcepcional tiveram um 

menor risco de filhos desenvolverem distúrbios neurológicos e de desenvolvimento. 

Portanto, o uso de nutracêuticos pode representar uma alternativa na prevenção de 

doenças neurológicas como o TEA.  

 

1.3.1 Ácido Graxo Polinsaturado Ômega 3  

   

Os ácidos graxos essenciais (AGE) não são sintetizados endogenamente, mas 

são importantes para o desenvolvimento e funcionamento normal do SNC e do 

sistema imunológico, modulando respostas inflamatórias2. Dois dos mais importantes 

AGP ω-3 são o EPA e o DHA170. Os tecidos que têm a capacidade de biossintetizar 
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EPA e DHA são o fígado, as gônadas e em menor escala, os tecidos nervoso e 

adiposo, fazendo-os a partir do precursor ácido α-linolênico (ALA), por de sistemas 

enzimáticos de alongamento e dessaturação170,171. 

É possível encontrar o AGP ω-3 na forma de ALA, em fontes de origem vegetal, 

como óleos extraídos de soja, milho, girassol, linhaça e alguns vegetais verdes como 

brócolis, rúcula e espinafre172. O ALA é pouco convertido na maioria dos seres 

humanos devido a influência de fatores como consumo de álcool, diabetes e 

envelhecimento, não sendo uma fonte importante de AGP ω-3173,174.  

Em algumas espécies de peixes como sardinha, truta e salmão é possível 

encontrar AGP ω-3 na forma de DHA e EPA175,176. Eles agem diretamente na 

membrana celular166, importantes para a estrutura e função encefálica, e são usados 

para tratamento de distúrbios neurológicos e psiquiátricos, como o TDHA177 e TEA178.  

Além disso, o AGP ω-3 possui um papel importante em processos 

inflamatórios179. A redução na dieta de AGP ω-3 durante a gestação e lactação de 

ratos, foi capaz de aumentar a expressão de citocinas pró-inflamatórias, tais como IL-

1β e IL-6, aos 21 dias de vida da prole e alterando a expressão de genes que estão 

relacionados a plasticidade neural179. 

O DHA, em especial, atua em nível celular modulando a relação entre astrócitos 

e neurônios nos sistemas de neurotransmissão, como dopaminérgico, serotonérgico 

e colinérgico180,181. Auxilia na comunicação intercelular em membranas 

astrócitárias182, participa na diferenciação morfológica de astrócitos e neurônios, 

promovendo a sinaptogênese183,184, e atua na neurogênese e na migração 

neuronal185. Tem sido relatado que a suplementação de DHA melhora a memória 

episódica, bem como, a memória semântica e de trabalho, sugerindo que níveis 

adequados de DHA desempenham um papel importante na função cognitiva e 

aprendizagem23,186. Lozada e Colaboradores187, conduziram um estudo onde os ratos 

fêmeas foram suplementadas no período gestacional com uma dieta pobre em AGP 

ω-3 e constataram que o DHA foi reduzido em cerca de 50% no cérebro da sua prole, 

avaliados na 3ª semana de idade, acarretando em impacto duradouro sobre a função 

cognitiva dos mesmos. 

 O DHA é capaz de prevenir a redução de neurônios dopaminérgicos da 

substância negra em um modelo de doença de Parkinson, reduzindo a produção de 

EROs e aumentando a expressão do fator de transcrição Nrf2, que atua regulando a 

expressão de proteínas antioxidantes188. Um estudo realizado por Hashimoto e 
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colaboradores189, com suplementação de DHA na dieta de ratos, concluiu que houve 

melhora na aprendizagem e diminuição dos níveis de peroxidação lipídica e EROs no 

hipocampo desses animais. Além disso, o EPA foi capaz de atenuar a perda de 

memória espacial e protegeu as células do hipocampo em camundongos idosos, 

reduzindo o estresse oxidativo dentro das células, resultado semelhante ao do 

DHA190. 

Estudos apontam dano oxidativo e processo inflamatório associados a 

transtornos do neurodesenvolvimento, incluindo TEA, e deficiências ou desequilíbrios 

de AGP ω-3 podem estar relacionadas as manifestações clínicas apresentadas por 

pacientes autistas191,192. Um estudo realizado por Fortunato e colaboradores193, com 

suplementação na prole de AGP ω-3 em animais expostos ao LPS reverteu 

comportamentos semelhantes aos que ocorrem no TEA e em outros distúrbios 

mentais. 

Durante a gestação e lactação a suplementação materna de AGP ω-3 pode ser 

importante devido aos efeitos benéficos do AGP ω-3, principalmente pela absorção 

fetal via placentária ou suplementação de aporte. A ingestão adequada durante os 

períodos gestacional e pós-natal pode trazer benefícios para a acuidade visual e do 

SNC do recém-nascido194. Neste período de maior crescimento do encéfalo, que 

compreende o último terço da vida fetal e os dois primeiros anos de vida, o DHA é 

essencial para o desenvolvimento dos sistemas neurais, pois apresenta a maior 

fluidificação em membranas celulares178,195. Além disso, a deficiência perinatal de 

AGP ω-3 está relacionada a alterações na resposta inflamatória neuronal levando ao 

desenvolvimento de uma condição pró-inflamatória no SNC, que contribui para 

alterações no neurodesenvolvimento196.  

 

1.3.2 Ácido fólico  

  

O AF é uma vitamina do complexo B, também conhecida como folato, que atua 

como uma coenzima no metabolismo de compostos do carbono197. É uma vitamina 

hidrossolúvel e encontrada de duas formas: natural e sintética16. Na forma natural é 

encontrado em vegetais folhosos verdes escuros, feijão e grãos integrais, e na sua 

forma sintética é utilizado como suplementação e na fortificação de alimentos198, como 

farinhas. Na forma sintética é altamente absorvido, enquanto na forma natural obtido 

pela dieta é absorvido em menor grau198.  
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 A forma ativa do AF é o tetrahidrofolato (TH4) (adição de grupos metilas ao AF 

através da enzima dihidrofolato redutase), essa reação de adição de mais unidades 

de carbono produz a forma monoglutamil 5-metiltetrahidrofolato (ácido folínico)197, 

sendo a forma mais estável, encontrada na circulação e nos tecidos, e está envolvida 

no metabolismo e funcionamento de muitas substâncias que são essenciais para a 

função do sistema nervoso199,200.  

Nas primeiras semanas de gestação, a necessidade de AF aumenta devido à 

rápida divisão celular embrionária, sendo importante para diversas funções no 

organismo, como a participação da biossíntese de nucleotídeos, remetila a 

homocisteína, e atua prevenindo os defeitos no tubo neural durante o 

desenvolvimento do SNC201.  

Além da importância no crescimento e desenvolvimento do feto, contribui 

também para formação de novas células e tecidos202. Além disso, exerce papel 

neuroprotetor em danos ao SNC, por promover reparo e crescimento neuronal203, 

contribuindo na proliferação e crescimento de células da glia e neuronais, na síntese 

de neurotransmissores, na neuroplasticidade e na manutenção da integridade 

neuronal204,205.  

O AF possui um papel protetor contra a citotoxicidade induzida por glutamato, 

protegendo os neurônios do dano induzido pelo peptídeo β-amiloide mantendo a 

função mitocondrial, a integridade de DNA e a regulação de genes associados à 

apoptose205. Apresenta também propriedades antioxidantes, uma vez que pode ser 

considerado um agente modulador de ferro (Fe2+)206, e agir eliminando EROs e 

inibindo a peroxidação lipídica207. Além de apresentar propriedades antioxidantes208, 

o AF atua reduzindo os níveis de vários mediadores inflamatórios209. 

A quantidade de folato absorvido e biodisponibilizado pelo organismo pode ser 

influenciada pela má absorção em condições patológicas na gestação e lactação210. 

A deficiência de AF em mulheres na idade reprodutiva pode levar a defeitos de 

fechamento do tubo neural e comprometimento das funções neurológicas, para a 

prevenção é fundamental o uso da suplementação desde o período 

periconcepcional211.  

 Baixas concentrações de folato durante a gravidez estão associadas a um 

maior risco de problemas comportamentais, menor função cognitiva e menor fluência 

verbal em crianças212. Além do aumento do risco de desenvolvimento de doenças 

psiquiátricas, cognitivas e neurológicas, como o TEA213. Contudo, os mecanismos de 
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prevenção ainda não estão totalmente elucidados214. Um estudo concluiu que a 

deficiência de AF pode ser associada com determinado polimorfismo no gene metileno 

tetrahidrofolato redutase (MTHFR), aumentando o risco de TEA215. Além disso, o AF 

é importante no metabolismo de um carbono que está envolvido no mecanismo de 

metilação e nas atividades dos genes, neurotransmissores e proteínas216. A função 

do ciclo de um carbono é regular os níveis de fosfolipídios das membranas como o 

DHA neuronal através da transferência dos grupos metil217,218.  

Crianças com TEA tem este mecanismo de metilação prejudicado219,220. A 

suplementação no período periconcepcional tem sido associada ao aumento da 

capacidade de metilação dos genes221, importante no período inicial do 

desenvolvimento para o desenvolvimento cerebral a longo prazo222.  

O AF também participa da síntese de dopamina, norepinefrina e 

serotonina176,223. Possuiu importante papel na formação de metionina através da 

remetilação da homocisteína. Suas principais vias metabólicas ocorrem no fígado e 

nos rins223. A homocisteína é um importante aminoácido biomarcador nas possíveis 

deficiências de vitaminas como vitamina B6, B12 e AF224. Em autistas, foram 

encontradas altas concentrações de homocisteína na urina podendo indicar 

deficiência de AF e vitaminas do complexo B224. Também foram encontradas menores 

concentrações de folato no líquido cefalorraquidiano (LCR), que tem sido relacionado 

com atrasos no desenvolvimento relacionados ao TEA225.  

Dada a importância dos ácidos graxos e do AF no desenvolvimento do SNC e 

da relação entre a ingestão materna e disponibilidade para o feto em desenvolvimento, 

o aumento da suplementação de AGP ω-3 materna na gestação e lactação destes 

compostos, de forma isolada ou associada, pode representar uma alternativa 

terapêutica para a melhoria dos sintomas de TEA180. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos da administração de AGP ω-3 e de AF, isolados ou em 

combinação, sobre a neuroproteção de ratos submetidos à um modelo experimental 

de TEA. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Avaliar os efeitos do AGP ω-3 e AF, isolados ou em combinação, sobre os 

seguintes parâmetros comportamentais: 

• interação social (45 dias de vida); 

• estereotipia (45 dias de vida); 

• memória de habituação (52 dias de vida); 

• memória de reconhecimento (52 dias de vida). 

 

b) Avaliar os efeitos do AGP ω-3 e AF, isolados ou associados, sobre os 

seguintes parâmetros bioquímicos: 

• dano oxidativo em lipídios, no córtex pré-frontal, hipocampo e cerebelo; 

• dano oxidativo em proteínas, no córtex pré-frontal, hipocampo e cerebelo. 
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3. MÉTODOS 

 

 

3.1 TIPO DE ESTUDO 

 

É um estudo experimental utilizando modelo animal de autismo induzido por 

LPS via intraperitoneal (ip) em fêmeas prenhes aos 9,5 dias gestacionais.   

 

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS 

 

Este estudo foi realizado no Laboratório de Neurobiologia de Processos 

Inflamatórios e Metabólicos (NEUROimet) da Universiade do Sul de Santa Catarina 

(UNISUL), Tubarão/SC. Os seguintes equipamentos foram utilizados:  

Agitador magnético (752A, Fisatom). 

Balança analítica (M214A, BEL engeening).  

Banho-maria (DeLeo equipamentos laboratoriais). 

Espectrofotômetro (NOVA1103, Novainstruments). 

Espectrofotômetro (U2010, Hitachi). 

Estufa de secagem (DeLeo). 

Freezer (F21, Eletrolux). 

Homogeneizador potter (Marconi). 

Leitor de microplaca (TP reader, Thermo Plate). 

Medidor de pH (pHB500, ION). 

Microcentrífuga refrigerada (NT805, Novatecnica). 

Osmose reversa (RO/0520, Permution). 

Refrigerador (R270, Eletrolux). 

Vortex (Biomixer). 

LPS obtido por extração fenólica a partir de Escherichia coli, sorotipo 0127:B8 (Sigma-

Aldrich®). 

Aparato de campo aberto (caixa de 60 x 60 x 30 cm).  

Webcam 2.0 megapixels, tripé e notebook.  

AGP ω-3 solução líquida (Essential Nutrion). 

AF solução líquida (Essential Nutrition). 

 



38 

3.3 ANIMAIS 

 

Foram utilizadas 18 fêmeas de ratos Wistar (Rattus norvegicus) adultas (45 

dias), virgens, pesando entre 250 e 300g, provenientes do biotério da Universidade 

Federal de Santa Catarina – UFSC, sendo acasaladas com nove machos da mesma 

linhagem (duas fêmeas para cada macho) e peso. Durante todo o período 

experimental, os animais permaneceram em padrão sanitário controlado, onde foram 

mantidos em gaiolas de polipropileno 46x31x21cm, forradas com cama de maravalha. 

Os animais ficaram em temperatura controlada (22ºC +/- 1) e períodos de luz artificial 

(12 horas claro/escuro), recebendo ração comercial padronizada para ratos de 

laboratório e água ad libitum.   

 

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 

3.4.1 Suplementação materna 

 

O período de suplementação compreendeu uma fase de adaptação de 15 dias 

antes do acasalamento e estendeu-se durante as fases de gestação e lactação até os 

21 dias de vida dos filhotes226. Os animais foram alocados em quatro grupos como 

segue abaixo: 

1) Grupo controle (n: 3): ração comercial padronizada para ratos de laboratório 

e água ad libitum. 

2) Grupo AGP ω-3 (n: 5): Uma dose diária de 0,8 g/kg dia via oral (VO)227. 

3) Grupo AF (n: 5): Uma dose diária de 3,0 mg/kg/ dia VO228. 

4) Grupo AF + AGP ω-3 (n: 5): Uma dose diária de 0,8 g/kg VO, mais uma dose 

diária de 3,0 mg/kg/ dia VO de AF. 

 

A síntese da suplementação materna está descrita na Figura 3.  
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Figura 3 - Desenho experimental da suplementação materna. O experimento iniciou-

se em dia (D) 45 os animais foram pesados, para início do tratamento foi administrado 

VO (gavagem) por 15 dias (fase de adaptação) até D 60, em D 60 até DG 0 fase de 

acasalamento não houve a suplementação evitando efeitos estressores. A partir de 

DG 0 as fêmeas foram pesadas e iniciou-se o tratamento, foi administrado por via oral 

(gavagem) por 21 dias consecutivos, entendendo-se até final do período de lactação 

de DG 21 ao PND 21. Em PND 21, passaram pelo desmame e receberam água e 

ração ad libitum. Em PND 45, 52 e 59 foram realizados os testes comportamentais. 

Abreviaturas: D = dia; DG = dia gestacional; PND = dia pós-natal. 

 

Os animais receberam suplementação de AGP ω-3 e AF, de acordo com o 

grupo experimental, a partir de D 45 ao D 60, fase de adaptação (15 dias consecutivos) 

uma vez ao dia, administrado no mesmo horário e por VO. Na fase do acasalamento 

D60 ao DG0, os animais não foram suplementados evitando efeitos estressores que 

acabassem prejudicando o acasalamento, a partir do DG 0 os animais iniciaram a 

suplementação por 21 dias consecutivos (fase gestacional) e estendendo-se até ao 

final do período de lactação DG 21 ao PND 21 por 21 dias consecutivos uma vez ao 

dia, administrado no mesmo horário e por VO, conforme grupo experimental.  

A escolha da dose de AGP ω-3 (0,8 g/kg) foi baseada em estudo de Zugno e 

colaboradores227 e de Fortunato e colaboradores193. A dose de AF de 3 mg/kg/dia foi 

baseada nos estudos de Firat e colaboradores228 e Bienengräber  e colaboradores229.  

 

3.4.2 Medidas do peso corporal  

 

O peso corporal foi avaliado no 1º dia da administração de AGP ω-3 e do AF 

em PND 45 para ajustar o volume das dosagens indicada para cada animal e no 

decorrer do experimento foram realizadas a pesagem dos animais duas vezes por 

semana para adequação das doses230. 
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3.4.3 Acasalamento  

 

Para o acasalamento, as fêmeas foram inseridas ao final do período de luz 

(19h) nas gaiolas dos machos, sempre introduzidas duas fêmeas para cada macho. 

Às 7h da manhã do dia posterior foi verificada prenhez por meio do lavado vaginal, 

que se caracteriza na introdução de cloreto de sódio através de uma pipeta plástica 

na vagina da fêmea, obtendo secreção para análise em microscópio óptico a procura 

de espermatozoides junto ao material biológico do animal231. Nas fêmeas que foram 

identificadas com a presença de espermatozoides considerou-se como dia 

gestacional zero (DG 0). Nas fêmeas consideradas agora como matrizes (prenhes) 

foram separadas e alocadas individualmente em sua gaiola moradia, ficando na 

mesma durante toda a gestação, período de 21 dias232. 

 

3.4.4 Indução do modelo animal de TEA 

 

Para a caracterização do modelo animal de TEA, as matrizes foram divididas 

em dois grupos. Um dos grupos recebeu a administração ip de uma única injeção de 

LPS, obtido pela extração fenólica da Escherichia coli, sorotipo 0127: B8 (Sigma®), 

na dose de 100 µg/kg no DG 9,5 (nove dias mais doze horas), diluída em 50 µg/Kg de 

solução aquosa de NaCl 0,9% estéril45,233, caracterizando o grupo experimental (LPS-

tratados).  

O segundo grupo recebeu apenas solução NaCl 0,9% estéril via ip no volume 

equivalente ao grupo experimental, caracterizando como grupo controle (Salina-

tratados). A administração das substâncias ocorreu sempre no período vespertino 

(entre 15 – 17 horas). 

 

3.4.5 Padronização da ninhada 

 

Os partos aconteceram de forma natural e no dia pós-natal PND 1 e PND 2 não 

ocorreu nenhuma manipulação para evitar a possibilidade de rejeição da mãe em 

relação a prole. No terceiro dia após o parto foi realizada a sexagem e as ninhadas 

foram ajustadas em quatro fêmeas e quatro machos, totalizando 8 animais por 

ninhada. A distinção entre os gêneros foi atingida através da verificação da diferença 

visual relacionada a distância ano-genital, sendo maior em machos234. 
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Os filhotes foram divididos em dois grupos conforme segue: 

Grupo GA: formado por ratos machos e fêmeas procedentes de mães que 

receberam LPS. 

Grupo GnA: formado por ratos machos e fêmeas, procedentes de mães que 

receberam solução salina. 

  

Todos os animais permaneceram com suas mães até o PND 21, período final 

de aleitamento, onde foi realizado o desmame e as mães foram submetidas ao 

procedimento de morte indolor assistida (MIA), realizada pelo responsável técnico do 

biotério da UNISUL. Os animais permaneceram no biotério até o final dos 

procedimentos experimentais. Os filhotes foram divididos em sete grupos 

experimentais (n=10) conforme descrição na figura 4. 

 

 

Figura 4 - Divisão dos grupos experimentais. GnA = grupos que receberam solução 

salina em período pré-natal. GA = grupos que receberam LPS em período pré-natal. 

Os grupos foram compostos por animais machos e fêmeas originários de mães 

suplementadas com AF e AGP ω-3, isolados ou combinados. Cada grupo foi 

representado por um n de 10 animais.  

 

A síntese das etapas do delineamento experimental está descrita na Figura 5.  
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Figura 5 - Síntese das etapas do delineamento do estudo. O experimento iniciou com 

acasalamento (2:1 – fêmeas:macho), 24 horas após foi realizado o diagnóstico de 

prenhez, resultado positivo considerou-se DG 0. No DG 9.5, as ratas prenhes 

receberam administração de salina ou LPS para grupo controle ou experimental, 

respectivamente, via ip. No DG 21, nascimento da prole e em PND 3 foi executada a 
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sexagem. A prole de machos e fêmeas continuaram no experimento ficando com as 

matrizes até completar o período da lactação (PND 21). Os animais participantes do 

experimento foram divididos em grupos: Grupo GnA (Salina), AGP ω-3, AF e AF+AGP 

ω-3, compostos por ratos machos e fêmeas. Grupo GA (LPS) AGP ω-3, AF e AF+ 

AGP ω-3, compostos por ratos machos e fêmeas. Em PND 21, passaram pelo 

desmame e receberam água e ração ad libitum. Em PND 45, PND 52 e PND 59 foram 

realizados os testes comportamentais, posteriormente foi seguidos de MIA com 

dissecação do encéfalo para retirada do tecido (córtex pré-frontal, hipocampo e 

cerebelo) para as análises bioquímicas. Abreviaturas: DG = dia gestacional; ip = 

intraperitoneal; LPS = lipopolissacarídeo; GnA = grupo não autista; GA = grupo 

Autista; AGP ω-3 = ácido graxo poliinsaturado ômega 3; AF = ácido fólico; PND = dia 

pós-natal; MIA = morte indolor assistida 

 

3.5 PROTOCOLOS DOS TESTES COMPORTAMENTAIS 

 

Os testes comportamentais foram realizados nos PND45, PND52 e PND59 

com o objetivo de avaliar o efeito das substâncias no comportamento estereotipado, 

interação social, memória de habituação, memória de reconhecimento e na memória 

aversiva dos animais. Todos os testes foram conduzidos entre o período das 9:00 às 

13:00 horas, em baixa iluminação e monitorados com câmera de vídeo. Antes de 

qualquer um dos procedimentos de avaliação comportamental os animais foram 

levados em suas gaiolas-moradia à sala de experimentação com 1 hora de 

antecedência – representando o período de habituação. Todos os equipamentos 

foram limpos com álcool 70% após o teste de cada animal, impedindo a permanência 

de odores. 

 

3.5.1 Teste de Estereotipia 

 

O teste de estereotipia seguiu as descrições de Battisti e colaboradores235 e foi 

realizado em ratos adultos (PND 45). A estereotipia é definida pela permanência do 

animal em posição estacionária exibindo movimentos rápidos, repetidos da cabeça e 

membros dianteiros. O grooming estereotipado é dividido em quatro fases, na fase 1 

os movimentos das patas dianteiras se concentram na região do nariz, na fase 2 os 

movimentos das patas podem ocorrer unilateralmente, na fase 3 as patas realizam 
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movimentos por cima da cabeça passando por cima das orelhas e seguindo em 

direção ao rosto, e na fase 4, ocorrem as lambidas no corpo do anima236 (Figura 6). 

No presente estudo foi considerado as fases 1-3 de grooming.  

 

 

Figura 6 - Fases do grooming. Fase 1: série de movimentos simétricos em forma de 

elipse ao redor do nariz. As patas seguem alternando entre movimentos maiores e 

menores. Fase 2: movimentos unilaterais, cada movimento envolvendo uma pata, que 

alcançam até as vibrissas mistaciais abaixo dos olhos. Os ratos costumam fazer 

movimentos híbridos das Fases 1 e 2, em que uma pata faz o movimento unilateral 

da Fase 2, enquanto a outra pata faz um curto movimento elíptico da Fase 1. Fase 3: 

série de movimentos amplos bilaterais feitos simultaneamente com ambas as patas 

friccionando com a parte superior da cabeça. Patas se estendem por trás em direção 

ao pescoço e dão a volta para cima, ascendendo o suficiente para passar por cima 

das orelhas, deslizando juntas, em seguida, em direção à frente do rosto. Fase 4: 

movimentos prolongados de lambidas do corpo. As fases 1, 2 e 3 são conhecidas 

como lavagem da cabeça (retirado e adaptado de Berridge, Aldridge, Houchard, & 

Zhuang, 2005)236. 

 

Os movimentos foram observados na gaiola durante 5 minutos. Os animais 

foram alocados em um aparato de campo aberto (60 x 60 x 30 cm), com três paredes 

de madeira e uma parede de vidro transparente. O piso sólido é dividido em doze 

quadrantes iguais. Os animais foram acomodados no quadrante superior esquerdo do 

campo aberto, de modo que ficassem de costas para o centro do campo. As imagens 

do comportamento do animal foram capturadas por uma webcam de 2.0 megapixels 

fixada em um tripé e acoplada em um notebook e armazenadas para posterior análise 

dos vídeos. Após o término de cada teste os animais foram retirados do aparato de 

campo aberto e devolvidos à gaiola-moradia. 
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3.5.2 Teste de Interação Social  

 

O teste de interação social foi baseado na tendência natural dos roedores em 

investigar com maior dedicação um indivíduo intruso que lhe for apresentado pela 

primeira vez237. Os animais foram submetidos individualmente a interagir com outro 

animal desconhecido, sendo do mesmo sexo em uma caixa branca de acrílico (60 x 

60 x 30 cm) por um tempo de 5 minutos. Foi realizada a quantificação do tempo de 

interação do animal que abrange os episódios de grooming, cheirar, seguir, chutar, 

socar, montar ou permitir a monta. As imagens do comportamento do animal foram 

capturadas por uma webcam 2.0 megapixels fixada em um tripé e acoplada em um 

notebook e armazenadas para posterior análise dos vídeos. 

 

3.5.3 Teste de Memória de Habituação 

 

O Teste de Memória de Habituação foi utilizado para quantificar os movimentos 

locomotores e de exploração dos animais. Foi quantificado os movimentos 

locomotores (crossings) correspondente aos deslocamentos de um ponto a outro da 

arena e os movimentos de exploração ou não locomotores (rearings), aqueles que o 

animal pode realizar sem a necessidade de deslocamento, por elevação vertical, e a 

auto-limpeza (grooming), que é caracterizada pela passagem das patas dianteiras 

sobre a cabeça238. Os animais foram alocados em uma caixa branca de acrílico (60 x 

60 x 30 cm) por um tempo de 3 minutos. Foi realizada a quantificação dos movimentos 

crossings e rearings.  

 

3.5.4 Teste de reconhecimento de objetos (TRO) 

 

O TRO foi utilizado para o estudo da memória de reconhecimento em animais 

experimentais. Este teste baseou-se na tendência de os roedores explorarem um 

objeto novo, sendo que o desempenho de reconhecimento é derivado do tempo gasto 

na exploração dos estímulos53. O TRO vem sendo utilizado, cada vez mais, como 

ferramenta para avaliar os mecanismos envolvidos na formação de memórias 

declarativas e para avaliar efeitos de fármacos na memória83. O teste foi conduzido 

em três etapas: 
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1) Treino – Os animais foram alocados em uma arena, contendo dois objetos 

idênticos (A1 e A2) na região central, fixados com fita adesiva e separados por espaço 

suficiente para exploração de todas as faces. 

2)  Teste de memória de curta duração – Etapa realizada 90 minutos após o 

treino, onde o objeto A2 é substituído pelo B. 

3) Teste de memória de longa duração – Etapa realizada 24 horas após o teste, 

onde o objeto B é substituído pelo objeto C. 

 

Em todas as etapas do TRO os animais foram alocados no quadrante posterior 

esquerdo da arena, de costas para os objetos, após, ficaram livres para explorá-los 

durante três min239.  

O Índice de Reconhecimento é definido pela razão estabelecida a partir da 

proporção entre o tempo de exploração do objeto novo em relação ao objeto 

familiar240. Exploração foi definida como encostar ou cheirar cada objeto durante as 

diferentes etapas do teste241. As imagens do comportamento do animal foram 

capturadas por uma webcam 2.0 megapixels fixada em um tripé e acoplada em um 

notebook e armazenadas para posterior análise dos vídeos. Após o término de cada 

teste, os animais foram retirados do aparato de campo aberto e devolvidos à gaiola-

moradia. 

  

3.6 PROTOCOLOS DE ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

 

Imediatamente após os testes comportamentais, os animais foram submetidos 

ao protocolo de MIA. As estruturas de interesse (córtex pré-frontal, hipocampo e 

cerebelo) foram isoladas e armazenadas a ˗80°C para as análises bioquímicas que 

seguem: 

 

3.6.1 Marcadores de dano oxidativo 

  

Foram dosados os seguintes marcadores para verificação do dano oxidativo 

nas estruturas cerebrais: 
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3.6.1.1 Dano aos lipídios 

 

O dano aos lipídios foram quantificados pela determinação dos níveis de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS)242.  Brevemente, as amostras 

foram homogeneizadas em tampão fosfato (Nuclear) e desproteinizadas com ácido 

tricloroácetico 10% (Vetec) com centrifugação à 3.000rpm por 10min. A reação ocorre 

ao adicionar ácido tiobarbitúrico 0,67% ao sobrenadante e aquecido à 100°C por 

30min. A absorbância foi realizada em 532nm em espectrofotômetro utilizando 

1,1,3,3-tetrametoxipropano (Sigma-Aldrich) como padrão externo. Os resultados 

expressos em nmol de MDA equivalente por mg de proteína. 

 

3.6.1.2  Dano às proteínas 

 

O dano oxidativo às proteínas foi quantificado pela determinação dos níveis de 

grupos carbonilas, através da reação com dinitrofenilhidrazina (Sigma-Aldrich)243. 

Brevemente, as proteínas foram precipitadas com ácido tricloroácetico 20% (Vetec) e 

redissolvidas em dinitrofenilhidrazina (Sigma-Aldrich). A absorbância foi realizada em 

340nm em espectrofotômetro. Os resultados expressos em nmol/mg de proteína. 

 

3.6.2 Normalização das dosagens 

 

A quantificação de proteínas totais foram realizadas para normalização das 

dosagens realizadas. O método utilizado foi o proposto por Lowry e colaboradores244, 

que utiliza albumina bovina sérica como padrão. A absorbância foi realizada em 

700nm. Os resultados expressos em mg de proteínas. 

 

3.7 VARIÁVEIS DE ESTUDO 

 

No Quadro 1 estão descritas as variáveis utilizadas no desenvolvimento do 

projeto proposto. 
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Quadro 1 - Identificação de variáveis. 

Nome da Variável Tipo de Variável Natureza Unidade de 
medida 

Dose AGP ω-3 Independente Quantitativa 
contínua  

g/100g 

Dose AF Independente Quantitativa 
contínua 

 
 mg/kg 

 

Estereotipia Dependente Quantitativa 
contínua 

Número de 
grooming 

Interação social 
(comportamento) Dependente 

Quantitativa 
contínua 

Número de 
episódios e tempo 
de cada episódio 

Memória de 
habituação Dependente 

Quantitativa  
Contínua 

Tempo gasto na 
exploração 

Reconhecimento 
de objetos (TRO) Dependente Quantitativa 

Contínua 

Tempo gasto na 
exploração dos 

estímulos 
Carbonilização de 

proteínas Independente Quantitativa 
contínua nmol/mg 

Ácido 
tiobarbitúrico 

(TBARS) 
Independente Quantitativa 

Contínua nmol MDA/mL 

 

3.8 PROCESSAMENTO E ANÁLISE DOS DADOS 

 

Os dados foram expressos como média e desvio padrão da média. As 

comparações estatísticas foram realizadas por análise de variância (ANOVA) de uma 

via e os grupos foram comparados pelo teste pos-hoc de Tukey. A significância 

estatística foi considerada para valores de p<0,05. O número de animais em cada 

grupo está baseado em estudos prévios. 

 

3.9 ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA 

 

Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

da UNISUL e sob o protocolo 16.045.4.01.IV, em 20 de março de 2017. A utilização 

dos animais seguiu a Diretriz Brasileira para Cuidado e a Utilização de Animais para 

Fins Científicos e Didáticos (DBCA) do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA), Resolução Normativa nº 12, de 20 de setembro 

de 2013, publicado no Diário Oficial da União – Seção 1)245.  
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4. RESULTADOS  

 

 

4.1 TESTES COMPORTAMENTAIS  

 

4.1.1 Teste de interação social  

 

Os prejuízos na interação social e comunicação representam os sintomas mais 

característicos do TEA5
. No teste de interação social, com a participação de um animal 

intruso, foram avaliados os parâmetros de cheirar, montar (valores não apresentados), 

seguir (valores não apresentados) e permitir a monta. A prole composta por animais 

machos cujas mães foram suplementadas com AGP ω-3, AF ou ω-3+AF associados, 

expostos ao LPS em período pré-natal e avaliados em PND45, demonstram aumento 

significativo no parâmetro cheirar (tempo em segundos) quando comparados ao seu 

grupo controle (Figura 7A).  

A suplementação materna com AF foi capaz de gerar uma prole de animais 

fêmeas com um comportamento de cheirar, em PND45, significativamente maior 

quando comparado ao grupo controle. No entanto, quando expostas ao LPS 

prenatalmente, os resultados demonstraram que o AF não foi capaz de alterar este 

parâmetro avaliado. Por outro lado, as suplementações maternas com AGP ω-3 e 

AGP ω-3+AF associados, resultaram em aumento no comportamento de cheirar na 

prole de fêmeas expostas ao LPS em período pré-natal quando comparadas ao seu 

grupo controle (Figura 7B).    
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Figura 7 – Efeitos das suplementações maternas de AGP ω-3, AF e AGP ω-3+AF 

associados no teste de interação social - parâmetro de cheirar, na prole de animais 

machos (7A) e fêmeas (7B), em PND45, expostos ao LPS em período pré-natal. 

*Diferença significativa quando comparados aos respectivos grupos controle. P<0,05 

(ANOVA + post hoc Tuckey). #Diferença significativa entre os grupos AFxSAL e 

AFxLPS. P<0,05 (ANOVA + post hoc Tuckey). Os dados foram expressos em média 

± DP.  

 

No parâmetro permitir a monta (número de episódios), os resultados 

demonstraram que a prole composta por animais machos cujas mães foram 

suplementadas com AGP ω-3+AF associados e avaliados em PND 45, demonstraram 

aumento significativo neste parâmetro quando comparados ao seu grupo controle. No 
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entanto, quando expostos prenatalmente ao LPS, nenhum dos grupos suplementados 

mostrou alterações significativas neste parâmetro de interação social (Figura 8A). 

A suplementação materna com AGP ω-3 foi capaz de gerar uma prole de 

animais fêmeas com um comportamento de permitir a monta, em PND45, 

significativamente maior quando comparado ao grupo controle. No entanto, quando 

expostas ao LPS prenatalmente, os resultados demostraram que as suplementações 

maternas com AGP ω-3 e AGP ω-3+AF associados, resultaram em aumento no 

comportamento de permitir a monta quando comparadas ao seu grupo controle 

(Figura 8B).    

 

 

 

Figura 8 - Efeitos das suplementações maternas de AGP ω-3, AF e AGP ω-3+AF 

associados no teste de interação social – parâmetro permitir a monta, na prole de 
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animais machos (7A) e fêmeas (7B), em PND45, expostos ao LPS em período pré-

natal. *Diferença significativa quando comparados aos respectivos grupos controle. 

P<0,05 (ANOVA + post hoc Tuckey). Os dados foram expressos em média ± DP.  

 

4.1.2 Teste de estereotipia 

 

Atividade de grooming (movimento de autolimpeza) tem sido utilizada como um 

índice de comportamento repetitivo e estereotipado em estudos pré-clínicos do 

TEA246. Neste estudo, para o teste de estereotipia foram avaliados o tempo e o número 

de episódios da atividade de grooming da prole composta por machos e fêmeas 

expostos ou não ao LPS em período pré-natal.  

A exposição pré-natal ao LPS não foi capaz de alterar significativamente o 

tempo e o número dos episódios de groomings tanto em machos quanto em fêmeas, 

avaliados em PND45. No entanto, quando avaliado o tempo de grooming, os 

resultados demostraram que os animais machos cujas mães foram suplementadas 

com AGP ω-3+AF associados, expostos ao LPS em período pré-natal, demostraram 

aumento significativo neste parâmetro quando comparados ao seu grupo controle. E 

ainda, quando comparados os grupos suplementados com AGP ω-3 isoladamente, os 

resultados apontaram uma diminuição significativa para este parâmetro (Figura 9A).  

Número aumentado de episódios da atividade de groomings foram encontrados 

na prole de machos cujas mães foram suplementadas com AGP ω-3+AF associados 

tanto nos animais expostos ao LPS prenatalmente quanto nos animais não expostos, 

comparados aos seus respectivos grupos controles. Os grupos que receberam AGP 

ω-3 isoladamente, apresentaram diminuição significativa para este parâmetro quando 

comparados entre si. E ainda, os resultados mostraram que a suplementação isolada 

de AF diminuiu de forma significativa o número de episódios de gromming quando 

comparado com o grupo suplementado com AGP ω-3+AF associados (Figura 9B).   
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Figura 9 - Efeitos das suplementações maternas de AGP ω-3, AF e AGP ω-3+AF 

associados no teste de estereotipia – tempo em segundos (8A) e número de episódios 

(8B) de atividade de grooming na prole de animais machos em PND45, expostos ao 

LPS prenatalmente. *Diferença significativa quando comparados aos respectivos 

grupos controle. P<0,05 (ANOVA + post hoc Tuckey). **Diferença significativa entre 

os grupos AFxLPS e ω-3+AFxLPS. P<0,05 (ANOVA + post hoc Tuckey). # Diferença 

significativa entre os grupos ω-3xSAL e ω-3+LPS. P<0,05 (ANOVA + post hoc 

Tuckey). Os dados foram expressos em média ± DP.  

 

Nenhum dos protocolos de suplementação foi capaz de alterar 

significativamente o comportamento de grooming (tempo e número de episódios) nas 
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proles compostas por fêmeas expostas prenatalmente ao LPS ou a solução salina 

(Figuras 10A e 10B). 

 

 

 

 

Figura 10 - Efeitos das suplementações maternas de AGP ω-3, AF e AG ω-3+AF 

associados no teste de estereotipia – tempo em segundos (9A) e número de episódios 

(9B) de atividade de grooming na prole de animais fêmeas em PND45, expostos ao 

LPS em período pré-natal. Os dados foram expressos em média ± DP.  

 

4.1.3 Teste de memória de habituação 

 

O teste de habituação em campo aberto foi utilizado para avaliar a atividade de 

exploração horizontal (número de crossing) nas proles compostas por animais machos 
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ou fêmeas, em PND52. Os resultados demostraram que os diferentes protocolos de 

suplementação materna utilizados neste estudo, não foram capazes de alterar 

significativamente o comportamento de exploração horizontal na prole composta por 

animais machos expostos ou não ao LPS prenatalmente (Figura 11A).  

A prole composta por fêmeas cujas mães foram suplementadas com AGP ω-3 

ou AF e expostas prenatalmente ao LPS, apresentaram um melhor desempenho no 

teste de habituação ao campo aberto a partir da redução significativa do número de 

crossing quando comparados os tempos das sessões de treino e teste. A comparação 

entre os diferentes protocolos de suplementação não demonstrou alterações 

significativas neste parâmetro (Figura 11B).  

 

 

 

 

Figura 11 - Efeitos das suplementações maternas de AGP ω-3, AF e AGP ω-3+AF 

associados no teste de memória da habituação – atividade de exploração horizontal 

(crossing) na prole de animais machos (10A) e fêmeas (10B) em PND52, expostos ao 

LPS em período pré-natal. *Diferença significativa entre as sessões de treino e teste 



56 

nos grupos controle não exposto ao LPS, ω-3xLPS e AFxLPS. P<0,05 (ANOVA + post 

hoc Tuckey). Os dados foram expressos em média ± DP.  

 

4.1.4 Teste de memória de reconhecimento de objetos 

 
O TRO foi utilizado para avaliar o desempenho cognitivo, através das memórias 

de curta (realizada 90 minutos após o treino) e de longa duração (realizada 24 horas 

após o treino), nas proles compostas por animais machos ou fêmeas.  

Os resultados demostraram que nenhum dos protocolos de suplementação foi 

capaz de alterar significativamente o desempenho dos animais expostos 

prenatalmente ao LPS ou a solução salina, na memória de curta duração (Figuras 12A 

e 12B) e na memória de longa duração (Figuras 13A e 13B) quando avaliados em 

PND52. 

 

 

 

 

Figura 12 - Efeitos das suplementações maternas de AGP ω-3, AF e AGP ω-3+AF 

associados no teste de reconhecimento de objetos, avaliados em PND52. A memória 
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de curta duração foi considerada 90 minutos após o treino na prole de animais machos 

(12A) e fêmeas (12B). Os dados foram expressos em média ± DP.  

 

 

 

 

 

Figura 13 - Efeitos das suplementações maternas de AGP ω-3, AF e AGP ω-3+AF 

associados no teste de reconhecimento de objetos, avaliados em PND52. A memória 

de longa duração foi considerada 24 horas após o treino na prole de animais machos 

(13A) e fêmeas (13B). Os dados foram expressos em média ± DP.  
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4.2 ANÁLISES BIOQUÍMICAS  

 

4.2.2 Dano aos lipídios 

      

A medida de dano oxidativo em lipídios foi avaliado a partir da concentração de 

MDA em cerebelo, hipocampo e córtex pré-frontal, nas proles compostas por animais 

machos ou fêmeas, cujas mães foram suplementadas com AGP ω-3, AF ou AGP ω-

3+AF associados e expostos ao LPS ou solução salina em período pré-natal.  

Os resultados demonstram que a prole composta por machos expostos ao LPS 

prenatalmente houve um aumento significativo na concentração de MDA em cerebelo 

(P<0,05) e córtex pré-frontal (P<0,001) quando comparados ao seu grupo controle. 

No entanto, os grupos que receberam AGP ω-3 isoladamente e foram expostos ao 

LPS prenatalmente, apresentaram um aumento na concentração de MDA no 

hipocampo (P<0,001) quando comparados com os animais suplementados com o 

mesmo protocolo, mas sem a exposição ao LPS. Por outro lado, a suplementação 

isolada de AF e a suplementação associada de AGP ω-3+AF diminuiu a concentração 

de MDA no hipocampo (P<0,001) quando comparados com a suplementação isolada 

de AGP ω-3 (Figura 14A). 

Na prole composta por fêmeas, a suplementação materna com AF e AGP ω-

3+AF associados, foi capaz de diminuir a concentração de MDA em cerebelo (P<0,05) 

quando comparado ao grupo suplementado com somente com AGP ω-3. No entanto, 

no córtex pré-frontal a suplementação materna com AGP ω-3+AF associados 

aumentou significativamente a concentração de MDA quando comparado ao grupo 

não suplementado. Níveis mais baixos de MDA foram encontrados no córtex pré-

frontal de animais expostos prenatalmente ao LPS cujas mães foram suplementadas 

com AF isoladamente. Além disso, a suplementação de AGP ω-3+AF associados foi 

capaz de reduzir a concentração de MDA no cerebelo de animais expostos ao LPS e 

comparados ao grupo controle e aos grupos suplementados com AGP ω-3 ou AF 

isolados (Figura 14B). 
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Figura 14 - Efeitos das suplementações maternas de AGP ω-3, AF e AGP ω-3+AF 

associados na medida de dano oxidativo em lipídios com a concentração de MDA em 

cerebelo, hipocampo e córtex pré-frontal na prole de animais machos (13A) ou fêmeas 

(13B), expostos ao LPS em período pré-natal. *Diferença significativas entre entre os 

grupos AFxSAL e AFxLPS. P<0,05 (ANOVA + post hoc Tuckey). **Diferença 

significativa entre os grupos controlexSal e ω-3+ AFxSAL, ω-3xSal e AFxSal, ω-3xSal 

e ω-3+ AFxSal, ω-3xLPS e ω-3+ AFxLPS. P<0,05 (ANOVA + post hoc Tuckey). 

***Diferença significativa entre os grupos AFxLPS e ω-3+ AFxLPS. P<0,01 (ANOVA 

+ post hoc Tuckey). # Diferença significativa entre os grupos ControlexLPS e ω-3+ 

AFxLPS. P<0,01 (ANOVA + post hoc Tuckey). Os dados foram expressos em média 

± DP.  
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4.2.2 Dano às proteínas 

 

A medida de dano oxidativo em proteínas do grupamento carbonil foi avaliado 

em cerebelo, hipocampo e córtex pré-frontal, na prole composta por animais machos 

ou fêmeas, cujas mães foram suplementadas com ω-3, AF ou ω-3+ AF associados, e 

expostos ao LPS ou solução salina em período pré-natal.  

A suplementação com ω-3 e AF foi capaz de promover uma diminuição no dano 

oxidativo as proteínas no córtex pré-frontal (P<0,05) da prole de animais machos 

quando comparado aos grupos que receberam a suplementação de AF e ω-3 

isoladamente. No córtex-frontal de animais expostos prenatalmente ao LPS a 

suplementação com ω-3 foi capaz de diminuir a concentração de proteínas 

carboniladas quando comparado ao grupo não suplementado. Resultados 

semelhantes quando comparados os grupo ω-3xLPS e AFxLPS ou ainda ω-3xLPS e 

ω-3+AF associados (Figura 15A). 

Na prole de animais fêmeas nenhum dos protocolos de suplementação foi 

capaz de alterar a medida de dano oxidativo em proteínas do grupamento carbonil. O 

LPS não foi capaz de induzir dano oxidativo as proteínas em nenhuma das estruturas 

avaliadas (Figura 15B). 
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Figura 15 - Efeitos das suplementações maternas de ω-3, AF e ω-3+ AF associados 

na medida de dano oxidativo em proteínas do grupo carbonil em cerebelo, hipocampo 

e córtex pré-frontal na prole de animais machos (14A) ou fêmeas (14B), expostos ao 

LPS em período pré-natal. *Diferença significativas entre os grupos controlexLPS e 

ω-3xLPS. P<0,05 (ANOVA + post hoc Tuckey). **Diferença significativa entre os 

grupos, ω-3xLPS e AFxLPS e ω-3xSalina e ω-3+AFxSalina. P<0,05 (ANOVA + post 

hoc Tuckey). # Diferença significativa entre os grupos ControlexLPS e ω-3xLPS e ω-

3+ AFxLPS. P<0,01 (ANOVA + post hoc Tuckey). Os dados foram expressos em 

média ± DP.  
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5. DISCUSSÃO 

 
 
                                                                                                    

Durante os períodos pré e pós-natais, os sistemas neurais são vulneráveis a 

eventos estressores ambientais, como as deficiências nutricionais, má alimentação 

materna, inflamação ou infecção247. Esses eventos aumentam o risco do 

desenvolvimento de doenças do neurodesenvolvimento, déficits nas funções 

executivas, problemas comportamentais e emocionais, além de alterações estruturais 

e funcionais do SNC196,248. As infecções maternas e a inflamação durante esse 

período crítico do desenvolvimento fetal ativam vias inflamatórias liberando vários 

biomarcadores pró-inflamatórios, como as citocinas, predispondo o desenvolvimento 

de doenças neurológicas como o TEA249.  

O TEA é um transtorno multifatorial, onde as características e a etiologia são 

complexas e hetereogêneas250. Cerca de 75% dos pacientes sofrem de comorbidades 

associadas, como transtorno do déficit de atenção, TDAH, ansiedade, transtorno 

bipolar, depressão, entre outros251. Os critérios de diagnósticos se concentram em 

dois domínios principais: os prejuízos da comunicação social e interesses restritos, e 

padrões restritos e repetitivos de comportamento3.  

A administração pré-natal de LPS no DG9,5 tem sido apresentada como um 

modelo pré-clínico da doença em função de sua capacidade de induzir o aumento de 

citocinas pró-inflamatórias que agem como mediadores inflamatórios no SNC e que 

trazem, como consequência, modificações na proliferação celular, alterações no 

processo de diferenciação e migração celular e na maturação sináptica9. Essas 

alterações são capazes de induzir mudanças comportamentais semelhantes aquelas 

encontradas no TEA45,233.  

Os tratamentos farmacológicos disponíveis para o TEA incluem 

psicoestimulantes, antipsicóticos, antidepressivos e agonistas do receptor alfa-2 

adrenérgico e resultam, na maioria das vezes, no alívio dos sintomas ou no tratamento 

dos sintomas das comorbidades associadas ao TEA20,195. Nos últimos anos, os 

nutracêuticos têm sido apontados como uma alternativa interessante para o 

tratamento de doenças neurológicas e psiquiátricas250, pois agem como reguladores 

das estruturas e funções do SNC20,233. Neste grupo, surgem como alternativas não 

farmacológicas, o AF e o AGP ω-3. 
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O AF e ω-3, atuam em processos cerebrais como neurogênese, diferenciação 

neuronal, mielinização e sinaptogênese247. A suplementação com AF tem sido 

associada a uma melhora da função cognitiva, além de possuir um importante papel 

no aumento das concentrações plasmáticas de DHA e EPA252. Neste sentido, o 

presente estudo investigou a ação neuroprotetora da suplementação materna e 

durante a lactação com ω-3 e do AF isolados ou combinados sobre parâmetros 

comportamentais e bioquímicos na prole de ratos Wistar expostos ao LPS em período 

pré-natal. 

Umas das condições clínicas mais prevalentes no TEA é a diminuição na 

interação social, manifestada por isolamento ou comportamento social impróprio, 

dificuldade em participar de atividades em grupo, indiferença afetiva ou 

demonstrações inapropriadas de afeto e falta de empatia social253. O teste de 

interação social foi conduzido na prole composta por animais machos e fêmeas e os 

resultados demostraram que a exposição pré-natal ao LPS reproduziu comportamento 

tipo-autista para os parâmetros de cheirar e permitir a montar. O prejuízo na interação 

social na prole composta por animais machos expostos ao LPS em período pré-natal, 

e apresentados neste estudo, foram semelhantes aos resultados de Specer e 

colaboradores233, Hava e colaboradores254 e replicados por Kirsten e colaboradores45. 

Os resultados na interação social na prole de fêmeas foram contrários aos estudos 

anteriores. No estudo de Kirsten e colaboradores45, os animais foram isolados 

previamente antes do teste de interação social, o que não ocorreu no presente estudo, 

podendo ter contribuindo para as diferenças comportamentais observadas entre os 

machos e as fêmeas255. O isolamento prévio tem um importante papel no 

comportamento social dos animais256. O prejuízo na interação em animais expostos 

ao LPS, tendem a uma melhor resposta ao teste quando isolados previamente, 

resultando em comportamentos menos agressivos, como no parâmetro de permitir a 

monta avaliado. Quando testados sem isolamento, os resultados são conflitantes com 

estudos já realizados como nos resultados apresentados pelas fêmeas42. 

As diferentes anormalidades comportamentais e bioquímicas da ativação 

imune materna, depende da natureza e do momento do insulto inflamatório. O LPS 

induz a produção de citocinas pró-inflamatórias que induzem o processo inflamatório 

do SNC257. A reação em cascata promovida pelo LPS, ativa macrófagos e a micróglia, 

que como consequência estimula a produção e expressão de genes ligados 

diretamente ao processo inflamatório como fator de necrose tumoral (TNF-α), 
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interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6)109. As citocinas pró-inflamatórias produzidas 

no útero e na placenta são capazes de atravessar a barreira hematoencefálica 

acessando o SNC do feto em desenvolvimento257. Como consequência, apresenta 

alterações comportamentais na prole a longo prazo, prejuízo na interação social, na 

memória e na atividade motora258,259. 

Sendo assim, a diminuição na interação social observados neste estudo 

demonstram que o LPS foi capaz de comprometer o desenvolvimento neurológico 

induzindo um comportamento tipo-autista na prole. Contudo, a suplementação 

materna com ω-3 e AF, isoladamente ou de forma associada, foi capaz de proteger 

contra o prejuízo da interação social tanto em animais machos quanto em fêmeas. 

Weiser e colaboradores260, demonstraram que a suplementação materna com ω-3 no 

período gestacional e na lactação, protegeu a prole dos efeitos deletérios da 

exposição gestacional ao poly-IC (Polyinosinic:polycytidylic acid) em modelo de 

ativação imune materna. A prole demostrou melhor desempenho nos testes de 

interação social e do campo aberto, sugerindo que os níveis de DHA na dieta durante 

a gestação e lactação protege o neurodesenvolvimento aos insultos ambientais como 

as infecções maternas. O DHA em especial é encontrado no tecido neural e é 

importante para o desenvolvimento cerebral, especialmente no final da gestação260.  

Especificamente o ω-3 tem efeito imunomodulador exercendo propriedades 

antiinflamatórias196. Uma vez que a exposição a infecção materna produz uma 

resposta inflamatória, o DHA pode inibir a resposta devido as ações protetoras e 

imunológicas como as neuroprotectinas e as resolvinas261 metabólitos presentes no 

DHA que agem após o insulto inflamatório modulando os processos neuronais e 

fisiológicos contribuindo na melhora do comportamento tipo autista como na interação 

social148,196.  

 Estudos em animais tem demonstrado que a deficiência de ω-3 tem sido 

associada a alterações comportamentais e neuroquímicas semelhantes aos 

indivíduos com TEA, como alterações na neurotransmissão GABAérgica, 

dopaminérgica e colinérgica262–264. Além do desenvolvimento de alterações 

comportamentais, como diminuição nas interações sociais265–267 e aumento da 

ansiedade266 em animais. Esses resultados demonstram que níveis adequados de 

DHA na dieta, especialmente durante os períodos gestacional e na lactação, protegem 

o desenvolvimento do SNC das consequências dos insultos ambientais como a 

infecção materna260. 
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Além disso, Degroote e colaboradores268, avaliaram a deficiência de folato 

materno e o desenvolvimento de alterações comportamentais e bioquímicas 

semelhantes ao TEA. De acordo com os autores a alteração periconcepcional no 

metabolismo de um carbono induzida por uma dieta deficiente de folato, como 

consequência os animais apresentam malformação congênita, redução da interação 

social, diminuição na atividade de labirinto em cruz elevado, comportamento de 

ansiedade e aumento dos movimentos estereotipados, além de alterações nas 

atividades sensório motoras. Essas alterações nos níveis de folato materno podem 

estar relacionadas a alteração da metilação do DNA prejudicando o desenvolvimento 

neural e provocando alterações comportamentais268. Portanto, os resultados obtidos 

neste estudo são semelhantes ao estudo de Li e colaboradores269, que sugere que a 

suplementação materna com AF aumenta o potencial de metilação do DNA no SNC, 

melhorando o desenvolvimento e o comportamento da prole. A metilação do DNA é 

importante durante o início do período gestacional, pois possui importante papel na 

regulação epigenética determinante para o desenvolvimento do SNC a longo prazo269. 

Outra condição clínica relevante observada no TEA, são os padrões restritos e 

repetitivos de comportamento3,270. Na pesquisa pré-clínica, a manifestação do 

comportamento estereotipado se dá pela avaliação da frequência e tempo de 

grooming, este parâmetro se assemelha aos comportamentos restritos e repetitivos 

apresentados por indivíduos com TEA45. De acordo com Jolles e colaboradores271, o 

grooming é um comportamento natural de limpeza do animal, no entanto, pode ocorrer 

como uma reação a estímulos geradores de estresse ou ansiedade. Ocorre de forma 

espontânea envolvendo lambidas das patas até a cauda e os genitais, contudo, 

quando um fator de estresse é induzido ou gerado ocorre com movimentos fixos e 

persistentes, ou seja, um padrão estereotipado270.  

O teste de estereotipia foi conduzido neste estudo nas proles compostas por 

animais machos e fêmeas. Os resultados demostraram que a exposição pré-natal ao 

LPS não foi capaz de reproduzir um aumento significativo nos parâmetros 

considerados neste teste. Kirsten e colaboradores colaboradores45,272, afirmam que a 

exposição ao LPS afeta as fases 1-3 do grooming, mas não afeta a lavagem do corpo 

ou fase 4.  Apenas a limpeza da cabeça foi aumentada pela exposição pré-natal ao 

LPS, enquanto que a limpeza corporal não foi afetada. A deficiência dopaminérgica 

pode explicar os prejuízos comportamentais encontrados em indivíduos autista273. 

Tendo em vista que nos animais os movimentos estereotipados podem estar 



66 

relacionados a um desequilíbrio entre vias hiperativadas dopaminérgicas, as vias 

pouco ativadas GABAérgicas e as vias inibitórias colinérgicas270,274. Portanto, é 

possível que a redução na atividade dopaminérgica no hipotálamo e o aumento da 

higiene observados no estudo, se deva as alterações entre os sistemas 

dopaminérgicos e ocitonérgicos273. No entanto, as diferenças observadas nos 

resultados comportamentais nos animais machos podem ainda estarem relacionadas 

ao período em que o insulto foi aplicado, visto que, a exposição a um insulto ambiental 

pode produzir efeitos diferentes no SNC dependendo do momento que ele ocorre263, 

afetando de maneira diferente os animais de uma mesma prole275. 

Nas fêmeas, a ausência de comportamento estereotipado foi semelhante aos 

achados de Xuan e colaboradores255. De qualquer forma, a falta ou ausência de 

estereotipia das fêmeas não excluem outras formas de comportamento restritivo e 

estereotipado, mas que não foram avaliados neste estudo255.  

 No entanto, nos machos provenientes de mães que receberam suplementação 

com ω-3 + AF associados, apresentaram um aumento no tempo e número de episódios 

de grooming. E a suplementação materna com ω-3 isoladamente, foi capaz de diminuir 

estes parâmetros de estereotipia. Estes resultados foram semelhantes aos achados 

de Matsui e colaboradores276, no qual foram utilizados camundongos geneticamente 

modificados com comprometimento na interação social e apresentando 

comportamento estereotipados que foram atenuados pela suplementação com DHA. 

Segundo os autores, os prejuízos comportamentais como a estereotipa apresentados 

pelos animais pode estar relacionado a alterações dopaminérgicas e que a 

suplementação materna com DHA influência a disponibilidade de dopamina, 

atenuando os sintomas comportamentais. A hiperativação dopaminérgica está 

envolvida nas alterações neuroquímicas e comportamentais apresentadas nos 

transtornos neurológicos276. Resultados semelhantes foram encontrados por Kokacya 

e colaboradores277, demostraram que a suplementação com DHA e EPA diminuíram 

significativamente o comportamento estereotipado induzido pela apomorfina em 

modelo animal de esquizofrenia.  

De acordo com um estudo realizado com crianças com TEA entre cinco e 

dezessete anos que foram suplementadas com ω-3 durante 6 semanas, demostraram 

que a suplementação atenuou os sintomas comportamentais de TDAH e estereotipia, 

sendo assim, a suplementação com AGP ω-3 pode ser um tratamento eficaz para os 

sintomas comportamentais apresentados no TEA278. Neste estudo, a suplementação 
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materna com AF isolado foi capaz de diminuir o número de episódios de groomings 

na prole de animais machos, sugerindo que o AF desempenha um importante papel 

na plasticidade neuronal, além possuir efeito neuroprotetor279.  

Os indivíduos com TEA limitam-se ao seu campo de interesse e não 

demonstram atenção ao que não lhe interessa e ao ambiente a sua volta ou que não 

fazem parte de sua rotina233,280. O desinteresse às novas experiências na esfera 

ambiental foi encontrado neste estudo com teste de memória de habituação em 

campo aberto281. Os resultados demostraram que a exposição pré-natal ao LPS 

produziu comportamento tipo-autista apenas na prole composta por fêmeas. 

Corroborando com esses achados, um estudo conduzido por Vojtechova e 

colaboradores282, avaliou os efeitos da ativação imune materna no comportamento de 

animais machos através dos testes de interação social, memória de habituação em 

campo aberto e a resposta emocional e cognição dos animais. Os autores concluíram 

que o LPS não interferiu no comportamento dos animais, apenas a resposta 

emocional foi afetada através do teste vocalização ultrassônica. 

Além disso, Tenk e colaboradorados283 avaliaram as diferenças entre machos 

e fêmeas expostos ao LPS no período neonatal, os animais foram submetidos ao teste 

de memória de habituação e a atividade motora e exploratória dos animais. Os 

machos exibiram menor atividade exploratória em relação as fêmeas, essas 

evidências demonstram evidências importantes de dimorfismo sexual nos efeitos a 

longo prazo da exposição ao LPS neonatal. De acordo com Lynn e colaboradores284, 

as fêmeas jovens exploram e se locomovem mais que os machos no campo aberto, 

isso se deve, as diferenças do desenvolvimento neural, além da idade e sexo dos 

animais. Podendo assim possuir uma maior tolerância frente a exposição ao LPS a 

longo prazo, que pode estar relacionada a fase do ciclo estral e do sistema fisiológico 

das fêmeas285.  

No entanto, a suplementação materna com ω-3 ou AF isoladamente na prole 

de fêmeas, apresentaram melhor desempenho na memória de habituação. Li e 

colaboraboradores269 avaliaram os benefícios do ω-3 no comportamento de animais 

submetidos a ativação imune materna, os resultados demostraram que a dieta 

enriquecida com ω-3 demonstrou aliviar os sintomas comportamentais semelhantes 

ao TEA. Esses resultados provavelmente estejam relacionados a capacidade do ω-3 

de regular a neuroinflamação, a atividade de microglial e a plasticidade sináptica no 

SNC em desenvolvimento269.  
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Canever e colaboradores286 avaliaram os efeitos neuroprotetores da 

suplementação com AF na gestação e lactação sobre os parâmetros comportamentais 

e bioquímicos em modelo animal de esquizofrenia. Os animais submetidos a uma 

dieta deficiente de AF e suplementadas com AF, apresentaram prejuízo nos testes de 

interação social e na memória de campo aberto, além de dano aos lipídios e as 

proteínas, e aumento das enzimas SOD e CAT. A suplementação com AF foi capaz 

de prevenir o dano aos lipídios e as proteínas, bem como de melhor desempenho nos 

testes comportamentais. Além de prevenir o dano cognitivo, a suplementação durante 

a gestação e lactação possui papel importante prevenindo o estresse oxidativo. Os 

benefícios da suplementação materna com AF, podem estar relacionados ao 

mecanismo da metilação do DNA, beneficiando o neurodesenvolvimento na prole287. 

Em humanos, a suplementação materna com AF está associada a uma melhora na 

capacidade verbal e motora em crianças288, melhora da capacidade de 

armazenamento, na memória e no desempenho cognitivo289–292.  

Com relação aos resultados do teste de memória de reconhecimentos de 

objetos, foi possível observar um prejuízo na memória de longo prazo tanto na prole 

de machos e quanto na prole de fêmeas expostas ao LPS prenatalmente. A memória 

de reconhecimento é utilizada para avaliar o desempenho cognitivo, usado para 

análise de memória declarativa com poucas exposições ao material a ser 

aprendido293. Sabe-se que os pacientes autistas podem possuir algum nível de 

deficiência intelectual, de acordo com o nível de gravidade do transtorno294. Wischhof 

e colaboradores295 demonstraram em um estudo pré-clínico que após a exposição ao 

LPS, animais machos e fêmeas apresentaram um comprometimento da memória, 

sendo mais grave nos machos. Corroborando, Howland e colaboradores296 

encontraram comprometimento da memória de reconhecimento de objetos em 

animais machos e fêmeas expostos ao Poly-IC, além de prejuízo no comportamento 

motor. Resultados semelhantes foram encontrados por Jenkins e colaboradores297, 

que sugeriram que o comprometimento na tarefa de reconhecimento de objetos possa 

estar relacionada com a vulnerabilidade do córtex pré-frontal após o insulto imune pré-

natal, ou ainda por alterações fisiopatológicas nas sub-regiões CA1-CA3 no 

hipocampo dos animais.  

O hipocampo é uma estrutura importante na aprendizagem e memória293,298. A 

exposição ao LPS demonstra causar uma redução na densidade sináptica e 

diminuição de células neurais nesta estrutura295. Além de alterações em sistemas 



69 

neurotransmissores como serotonina, catecolaminas e acetilcolina que podem estar 

envolvidos nos déficits de memória encontrados neste estudo e em outros que 

utilizaram protocolos semelhantes293,298.  

No TEA o estresse oxidativo possui um importante fator na sua etiologia134,270.  

Regiões encefálicas como hipocampo, cerebelo e córtex frontal ocorrem aumento nos 

níveis de estresse oxidativo134,270. O estresse oxidativo leva ao comprometimento das 

defesas antioxidantes e atingem diversas moléculas alvo como DNA, proteínas, 

carboidratos e lipídios, tendo um importante papel na progressão de doenças299. 

Marcadores biológicos para medir os danos causados pela oxidação são a 

concentração de MDA e o dano a proteínas do grupamento carbonil299, ambos 

avaliados.  

Neste estudo, os resultados demostraram que nos animais machos expostos 

ao LPS tiveram um aumento significativo na concentração de MDA em cerebelo e 

córtex pré-frontal quando expostos ao LPS prenatalmente. Estudos realizados 

anteriormente300,301 demonstram que a ativação imune materna é capaz de produzir 

dano oxidativo a lipídios e proteínas, esses resultados podem estar relacionados ao 

acúmulo de peróxido de hidrogênio nas estruturas encefálicas analisadas. A 

suplementação isolada de AF e a suplementação associada de ω-3+AF diminuíram a 

concentração de MDA no hipocampo dos machos e no cerebelo e córtex pré-frontal 

das fêmeas. Além disso, a suplementação associada de ω-3+AF diminuiu os níveis 

das proteínas carboniladas no córtex pré-frontal dos machos. Desta forma, sugere-se 

que a suplementação com ω-3 e AF associado e AF isolado, foi capaz de promover 

uma diminuição no dano oxidativo as proteínas no córtex pré-frontal da prole de 

animais machos.  

Corroborando com os achados deste estudo, Réus e colaboradores302 

demonstraram que suplementação com ω-3 e AF diminuiu os níveis de carbonilação 

de proteínas e preveniu contra a peroxidação lipídica em animais submetidos a um 

protocolo de estresse precoce.  Sable e colaboradores218 avaliaram os benefícios da 

suplementação materna com ω-3 em uma dieta deficiente ou em excesso de AF 

materno. A dieta deficiente de AF diminuiu os níveis de DHA no córtex pré-frontal e 

de fator neurotrófico derivado do cérebro (BNDF) no hipocampo, além provocar 

prejuízo cognitivo nos animais. No entanto, nos animais suplementados com ω-3 os 

níveis de BNDF foram revertidos. Labrousse e colaboradores303 demonstraram que 

deficiência de ω-3 em animais expostos ao LPS alterou os níveis da composição 
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lipídica cerebral sendo capaz de aumentar os níveis de citocinas pró-inflamatórias no 

SNC da prole e da mãe, além de induzir déficits comportamentais. Os resultados deste 

estudos somados, permitem sugerir que níveis maternos adequados de ω-3 são 

importantes para o desenvolvimento do SNC fetal, visto que o DHA é transferido para 

a prole durante a gestação e lactação.  

Zhou e colaboradores304 examinaram amostras de soro de 40 crianças autistas 

para avaliação da concentração sérica de anticorpos receptores de folato. Os 

resultados demonstraram que, nestas crianças, o AF não é absorvido de maneira 

correta, podendo estar relacionado a etiologia da doença. O AF e DHA são 

importantes moduladores das funções neurais, no entanto, o desequilíbrio destes 

acarreta no aumento de estresse oxidativo através da geração de radicais livres que 

interagem com os ácidos graxos poliinsaturados presentes nas membranas ou 

lipoproteínas. As EROs atacam as ligações duplas dos ácidos graxos nas membranas 

e iniciam uma reação em cascata gerando a peroxidação lipídica217.  

O AF e ω-3 possuem efeitos independentes no crescimento fetal. Porém, o AF 

tem a capacidade de alterar o metabolismo dos ácidos graxos305 pois está envolvido 

no metabolismo de um carbono, que é responsável pela regulação do estresse 

oxidativo e na metilação da cromatina306. O metabolismo de um carbono alterado 

promove alterações nos níveis de homocisteína e também regula os níveis dos 

fosfolípidos das membranas, como o DHA217,307, além disso, atua na síntese de 

lipídios e proteínas308. Portanto, a deficiência materna desses nutrientes nos períodos 

críticos do desenvolvimento cerebral pode estar associada a um comprometimento 

nos sistemas neurotransmissores, redução da produção de mielina, alterações no 

número de células e nas sinapses nervosas309. Estruturas específicas, como o 

hipocampo e o cerebelo são mais vulneráveis aos efeitos da má nutrição materna310 

e esses déficits nutricionais podem estar relacionados a déficits cognitivos e a 

transtornos neurológicos, incluindo o TEA310,311.  

 As diferenças comportamentais e bioquímicas entre machos e fêmeas 

encontradas neste estudo, sugerem que a ativação imunológica neonatal produza 

respostas diferentes em cada um dos sexos. As fêmeas possuem uma maior 

resistência a infecção em relação aos machos, sendo assim, são menos susceptíveis 

aos desafios do sistema imunológico no início da vida312. Podendo estas diferenças 

estarem relacionadas as ações imunomoduladoras dos hormônios sexuais. Frente a 

uma infecção bacteriana ou viral, a testosterona deprime a imunidade humoral. Desta 
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forma, a exposição a um insulto inflamatório em machos pode acarretar, de forma 

mais importante, alterações na função da micróglia, alterando o desenvolvimento 

neural, com isso o desenvolvimento de doenças neurológicas313. Além disso, os 

hormônios femininos, especificamente o estrógeno, exercem efeitos anti-inflamatórios 

e neuroprotetores314,315. 

Embora os mecanismos pelos quais as diferenças sexuais estão envolvidas no 

desenvolvimento da doença não estejam bem estabelecidos, os achados deste estudo 

reforçam a maior prevalência da taxa de diagnósticos de TEA no sexo masculino em 

relação ao sexo feminino, numa proporção de 4 meninos autistas para cada 

menina316. Um estudo realizado por Evans e colaboradores317 avaliou as diferenças 

nos sintomas autistas de meninos e meninas com idade entre 8 a 10 anos. As meninas 

apresentaram menor comprometimento na comunicação, na interação social e no 

comportamento estereotipado em comparação aos meninos. Esses resultados são 

dependentes do status de cada paciente. Em geral, o sexo masculino apresenta maior 

agressividade e comportamento repetitivo na infância, e no sexo feminino os sintomas 

são marcantes na adolescência ou fase adulta318,319.  Além disso, as mulheres não 

exibem o isolamento social tanto quanto os homens320.  

Por fim, as mudanças comportamentais encontradas neste estudo após a 

exposição pré-natal ao LPS foram capazes de promover alterações distintas de 

acordo com o gênero, considerando a prole de machos e fêmeas. A suplementação 

materna com ω-3 e AF, associados ou isolados, pode estar associada a melhora no 

prejuízo da interação social, diminuição de episódios de grooming, melhora na 

memória de habituação, além da diminuição na concentração de MDA e diminuição 

nos níveis das proteínas carboniladas. Estes resultados sugerem que a 

suplementação materna com ω-3 e AF, associados ou isolados, possam representar 

potenciais mecanismos neuroprotetores para o tratamento do TEA. 
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6. CONCLUSÃO 
 

 

Com os resultados deste estudo, conclui-se que a exposição pré-natal ao LPS 

foi capaz de promover na prole de machos e fêmeas alterações comportamentais e 

neuroquímicas distintas semelhantes aquelas observadas nos indivíduos com TEA 

que incluem: 

• prejuízos nos parâmetros de interação social na prole de animais machos e 

fêmeas;  

• prejuízo na memória de habituação em campo aberto na prole de animais 

fêmeas; 

• prejuízo na memória de longa duração na prole de animais machos e 

fêmeas; 

• aumento na concentração de MDA em cerebelo e córtex pré-frontal na prole 

de animais machos;  

• a suplementação materna com ω-3 e AF isoladamente ou de forma 

associada apresentou na prole de machos e fêmeas melhora do 

comportamento tipo autista e exerceu efeito neuroprotetor nos seguintes 

parâmetros:  

 melhora no prejuízo da interação social tanto em animais machos quanto 

em fêmeas; 

 diminuição de episódios de grooming na prole de animais machos;  

 melhora na memória de habituação na prole de animais fêmeas; 

 diminuição na concentração de MDA hipocampo da prole de animais 

machos e no cerebelo e córtex pré-frontal na prole de animais fêmeas; 

 diminuição nos níveis das proteínas carboniladas no córtex pré-frontal 

da prole de animais machos. 

 
No entanto, mesmo que a suplementação materna com ω-3 e AF, isolados ou 

associados, tenham apresentados efeitos positivos tanto comportamentais como 

bioquímicos no modelo animal de TEA, novos estudos e outros protocolos de 

suplementação materna são necessários para confirmação de seus potenciais efeitos 

protetores e como alternativa terapêutica na prevenção ou no tratamento das 
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condições clínicas associadas ao TEA, tanto em modelos pré-clínicos, quanto 

futuramente na prática clínica.  
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